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RESUMO 
O estresse no início da vida aumenta a vulnerabilidade a distúrbios 
psiquiátricos, como depressão e ansiedade, assim como ao abuso de drogas. Um 
paradigma utilizado para estudar esses efeitos em roedores é a separação materna 
longa (SML). Em um estudo prévio realizado por nosso grupo, a SML acelerou o 
desenvolvimento da sensibilização comportamental ao efeito estimulante do etanol 
(EtOH) em fêmeas e este efeito pode ter sido decorrente de diversas alterações, entre 
elas, hormonais, neuroquímicas e comportamentais. No presente estudo procuramos 
dissecar essas influências dos efeitos da SML sobre a sensibilização comportamental 
ao EtOH. Para isso, foram utilizados camundongos machos e fêmeas, submetidos à 
SML, que consiste em separar os filhotes de suas mães por 3h/dia do 2º ao 14º dia de 
vida. O grupo controle foi formado por ninhadas não manipuladas, exceto para a 
limpeza das gaiolas-moradia (cuidado padrão de biotério - CPB). No primeiro 
experimento, avaliou-se o efeito da SML per se ou após o tratamento crônico de EtOH 
na atividade locomotora, nas concentrações plasmáticas de corticosterona (CORT) e 
de monoaminas no córtex frontal, estriado e hipocampo, dosadas pelo método de 
“high performance liquid chromatography” (HPLC). Os principais resultados deste 
experimento mostraram que os machos submetidos à SML e tratados cronicamente 
com EtOH apresentaram maiores concentrações de CORT plasmática e monoaminas 
hipocampais. Esse último resultado poderia sugerir alteração do comportamento tipo-
ansioso, que foi avaliado no Experimento 2. Assim, os animais CPB e SML foram 
testados no labirinto em cruz elevado após a administração aguda de salina ou de 1,0 
ou de 1,25 g/kg de EtOH e os machos SML apresentaram maior comportamento tipo-
ansioso após a administração de salina, enquanto que foram mais sensíveis ao efeito 
ansiolítico do EtOH do que os machos CPB. Outros sistemas envolvidos no processo 
da sensibilização comportamental são os sistemas opioidérgico e do hormônio 
liberador de corticotrofina (CRH), que foram testados, respectivamente, nos 
experimentos três e quatro. Os antagonistas opioidérgico (naltrexone) e do receptor 1 
do CRH (CRH-R1; CP-154526) diminuíram ou bloquearam a sensibilização 
comportamental dependendo do sexo, sendo que a SML não modificou este efeito. 
Concluindo, as concentrações de CORT e monoaminas foram mais sensíveis aos 
efeitos da SML, sendo que os machos foram mais influenciados pela manipulação. A 
sensibilização comportamental não foi modificada pela SML e o bloqueio da expressão 
desse fenômeno pelos antagonistas opioidérgico e de CRH-R1 ocorreu de maneira 
sexo-dependente, sendo que os machos foram mais sensíveis ao naltrexone e as 
fêmeas ao antagonista de CRH-R1.    
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1 WHO - Global status report on alcohol, 2004  
2 WHO - Global status report on alcohol and health, 2011. 
3 Ministério da Saúde – Política Nacional de Atenção Integral à Saúde 
do Homem (Princípios e Diretrizes), Brasília, 2008. 
Alcoolismo 
O álcool é a droga mais consumida em todo o mundo. A Organização 
Mundial de Saúde (OMS) estima que há aproximadamente 2 bilhões de 
pessoas que consomem bebidas alcóolicas no mundo (OMS, 2004) 1. No 
Brasil, segundo o II Levantamento Domiciliar Sobre o Uso de Drogas 
Psicotrópicas, realizado pelo Centro Brasileiro de Informações Sobre Drogas 
Psicotrópicas (CEBRID), aproximadamente 74,6% da população entrevistada já 
fez uso de bebidas alcoólicas na vida (Carlini, 2005). O consumo de álcool tem 
consequências sociais e para a saúde, por sua alta morbidade e mortalidade 
(OMS, 2004). O uso abusivo de álcool está relacionado com mais de 60 tipos 
de doenças, contribuindo para cerca de 4% dos casos de doença no mundo 
(Rehm et al., 2006); além disso, é responsável por 3,2% de todas as mortes, ou 
seja, aproximadamente 2,5 milhões de mortes por ano, e por 4% de todos os 
anos perdidos de vida útil (OMS, 2011 2 e Ministério da Saúde, 2008 3), o que 
gera um grande custo para a saúde pública. Em 2005, o gasto estimado com 
dependência e abuso de álcool nos Estados Unidos foi de US$ 200 bilhões 
(Potter, 2008). Todos estes dados epidemiológicos mostram que a 
dependência de álcool ou alcoolismo é um dos problemas mais preocupantes, 
não só no Brasil, mas também em todo o mundo. 
 A Classificação Internacional de Doenças (CID-10, 2008) define 
Síndrome de dependência como “um conjunto de fenômenos comportamentais, 
cognitivos e fisiológicos que se desenvolvem após o repetido consumo de uma 
substância psicoativa, tipicamente associado ao desejo poderoso de tomar a 
droga, à dificuldade de controlar o consumo, à utilização persistente apesar das 
suas conseqüências nefastas, a uma maior prioridade dada ao uso da droga 
em detrimento de outras atividades e obrigações, a um aumento da tolerância 
pela droga e por vezes, a um estado de abstinência física”. 
O II Levantamento Domiciliar mostra que nem todas as pessoas que 
consomem álcool tornam-se dependentes, sendo que 74,6% da população 
entrevistada já fez uso de bebidas alcoólicas na vida e 12,3%, é dependente de 
álcool (Carlini, 2005). Isso ocorre porque há uma grande quantidade de fatores 
que influenciam o desenvolvimento do alcoolismo. Estes fatores podem ser de 
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origem biológica, psicológica, sociocultural ou a combinação entre estes. 
Assim, estudos tem mostrado que a contribuição da herança genética para o 
desenvolvimento do alcoolismo é de aproximadamente 50%, o que indica que 
os fatores genéticos e ambientais participam igualmente para o 
desenvolvimento desta desordem (Enoch, 2011). Dentre os fatores ambientais 
que influenciam o desenvolvimento do alcoolismo, destaca-se o estresse no 
início da vida, que será enfocado nesta tese e que tem ganhado importância 
como fator de risco para o desenvolvimento da dependência nos últimos anos 
(Enoch, 2011).  
O álcool ou etanol (EtOH) é classificado como uma droga depressora do 
Sistema Nervoso Central (SNC), mas apresenta um efeito bifásico dose-
dependente em humanos e alguns roedores (Pohorecky, 1977). Em baixas 
doses, o álcool aumenta a sociabilidade e em altas doses, produz ataxia e 
redução dos reflexos, podendo até induzir coma em seres humanos. De forma 
semelhante, em camundongos, o álcool em baixas doses é estimulante, 
aumentando a atividade locomotora, efeito este associado à ativação de 
neurônios dopaminérgicos; e em altas doses é depressor, prejudicando a 
atividade motora, por sua ação facilitadora gabaérgica e inibitória 
glutamatérgica. Além destes sistemas de neurotransmissão, o EtOH também 
atua em outros sistemas, tais como opioidérgico, serotoninérgico, 
glutamatérgico, entre outros. Dentre estes sistemas, daremos ênfase aos 
sistemas dopaminérgico, opioidérgico e do hormônio liberador de corticotrofina 
(CRH) (que será discutido na seção de estresse).  
 
Sistema dopaminérgico: A dopamina (DA) pode se ligar a duas classes de 
receptores: a dos receptores dopaminérgicos D1 (D1 e D5) e a dos receptores 
D2 (D2, D3 e D4). As principais vias de projeção dopaminérgica são: 1) via 
nigro-estriatal, em que os corpos neuronais se encontram na substância negra 
e se projetam para o estriado; 2) via mesocortical, cujos corpos neuronais se 
encontram na área tegmentar ventral (ATV) e se projetam para áreas corticais, 
dentre elas, o córtex pré-frontal (CPF); 3) via mesolímbica, com corpos 
neuronais localizados na ATV e projeções para áreas límbicas, como o nucleus 
accumbens (N.Acc.) e 4) via túbero-infundibular, em que os corpos neuronais 
se encontram no hipotálamo e se projetam para a hipófise (Almeida, 2006). A 
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via de maior interesse neste estudo é a dopaminérgica mesolímbica, que 
parece estar associada aos efeitos estimulante e reforçador das drogas de 
abuso (Wise e Bozarth, 1987). 
O EtOH, assim como outras drogas de abuso como anfetamina, cocaína 
e nicotina, aumenta a liberação de DA no N.Acc. (Di Chiara e Imperato, 1988a), 
pela sua propriedade de aumentar o disparo dos neurônios dopaminérgicos da 
ATV (Cowen e Lawrence, 1999) e este aumento está associado aos efeitos 
estimulante e reforçador das drogas de abuso (Wise e Bozarth, 1987). 
Comportamentalmente, este efeito estimulante pode ser verificado por aumento 
na atividade locomotora (Masur et al., 1986; Pastor et al., 2005; Sanchis-
Segura et al., 2004). Já foi demonstrado que a liberação de DA no N.Acc. está 
envolvida com a estimulação psicomotora, uma vez que infusão de agonistas 
dopaminérgicos nesta região aumenta a atividade locomotora (David et al., 
2004), enquanto que a administração sistêmica de antagonista dopaminérgico 
bloqueia o efeito estimulante do EtOH (Cohen et al., 1997) e a administração 
intra-N.Acc. de antagonistas DA bloqueia a hiperatividade induzida por outras 
drogas (Chausmer e Ettenberg, 1999; Matulewicz et al., 2010). 
 Segundo Wise e Bozart (1987), a capacidade das drogas de induzir 
dependência está relacionada aos seus efeitos estimulantes e reforçadores. 
Outras teorias mostram que neste processo, não somente a liberação de DA no 
N.Acc. tem um papel importante, mas também a ativação de outros sistemas, 
como serotoninérgico, opioidérgico e gabaérgico, bem como outras regiões 
encefálicas, como amígdala e CPF (Jentsch e Taylor, 1999; Koob e Le Moal, 
2008). Uma outra região que poderia indiretamente estar relacionada com este 
processo é o hipocampo, uma vez que a região ventral do hipocampo envia e 
recebe projeções do N.Acc. (Belujon e Grace, 2011) e parece estar relacionada 
com aumento da atividade locomotora (Bardgett e Henry, 1999; Taepavarapruk 
et al., 2000). 
Segundo Jentsch e Taylor (1999), a dependência é influenciada por dois 
fenômenos: um aumento dos estímulos motivacionais associados às drogas 
devido a uma disfunção da amígdala que pode resultar em consumo impulsivo 
da droga, e um prejuízo do controle inibitório devido a uma disfunção do córtex 
frontal. A somação destes fenômenos pode levar a um comportamento de 
compulsão. Outra teoria, baseada em estudos de neuroimagem, mostra que a 
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dependência é influenciada por 4 processos: 1) recompensa, na qual a 
dopamina no N.Acc. está envolvida; 2) motivação: durante a dependência, o 
valor hedônico da droga se torna muito maior do que qualquer reforço natural. 
Uma área envolvida com esta transição de valores dos reforços é o córtex 
orbitofrontal e sua ativação contribui para o consumo compulsivo da droga; 3) 
memória, envolvida nas lembranças positivas ou negativas do uso prévio, 
processada em parte pelas regiões da amígdala e do hipocampo; a relevância 
deste processo é mais evidente durante a abstinência, em que uma pista, uma 
pessoa ou um lugar associados com o uso da droga desencadeiam um desejo 
intenso por ela (craving); 4) controle inibitório, no qual o CPF está envolvido, 
pois em indivíduos dependentes, alterações na sua função resultam em perda 
de controle do uso e dificuldade em parar de consumir a droga (Volkow et al., 
2003). 
A atividade do sistema dopaminérgico é modulada por diversos sistemas 
de neurotransmissão, entre os quais serão descritas as características do 
sistema opioidérgico. 
 
Sistema opioidérgico: Existem três grupos principais de peptídeos opióides, 
cada um derivado de um precursor específico: as endorfinas, derivadas da pro-
opiomelanocortina (POMC); as encefalinas, do precursor pro-encefalina e as 
dinorfinas e as neuroendorfinas, do precursor pro-dinorfina (Oswald e Wand, 
2004). Estes peptídeos atuam como neurotransmissores ou neuromoduladores, 
regulando uma variedade de funções, tais como estimulação psicomotora, 
beber, comer e comportamento sexual (Oswald e Wand, 2004). Os opióides 
ligam-se a três subtipos de receptores: mu (µ), delta (δ) e kappa (κ). A β-
endorfina tem afinidade semelhante pelos receptores  µ e δ, enquanto que as 
encefalinas têm afinidade maior pelos receptores  δ e as dinorfinas se ligam 
preferencialmente aos receptores κ (Oswald e Wand, 2004). Os neurônios do 
núcleo arqueado do hipotálamo sintetizam β-endorfina e se projetam para 
várias regiões cerebrais, tais como ATV, N.Acc., amígdala, hipocampo e córtex 
frontal. Já os neurônios que sintetizam encefalinas e dinorfinas são 
amplamente distribuídos no cérebro (Oswald e Wand, 2004).  
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A ativação dos receptores µ-opióides inibe a transmissão gabaérgica na 
ATV (Xiao et al., 2007). Como o ácido gama-aminobutírico (GABA) inibe a 
transmissão dopaminérgica desta região para o N.Acc. (Nestler, 2005), esse 
fenômeno resulta em aumento ou desinibição da transmissão dopaminérgica 
na via mesolímbica (Devine et al., 1993). Assim como a β-endorfina, as 
encefalinas também aumentam a liberação de DA no N.Acc., sendo que a 
administração de agonista δ diretamente na ATV promove este efeito (Devine 
et al., 1993). De maneira diferente, a dinorfina inibe a liberação de DA no 
N.Acc. (Di Chiara e Imperato, 1988b; Spanagel, 1995).  
Em roedores, antagonistas não-seletivos de receptores opióides inibem 
a liberação de DA no estriado e no N.Acc. (Oswald e Wand, 2004), diminuem o 
consumo de EtOH e o seu efeito estimulante (Pastor et al., 2005; Sanchis-
Segura et al., 2004). Este efeito pode ser principalmente devido à sua atuação 
em receptores µ-opióides, uma vez que antagonistas específicos para estes 
receptores também bloqueiam o efeito estimulante do EtOH (Pastor e Aragon, 
2006; Pastor et al., 2005), o que não é visto com antagonistas de receptores δ 
(Pastor et al., 2005). Em humanos, antagonistas não-seletivos dos receptores 
opióides, como o naltrexone e o naloxone, são utilizados para o tratamento do 
alcoolismo e uma revisão sistemática mostra que o naltrexone é efetivo em 
diminuir o consumo de álcool (Rosner et al., 2010). 
O sistema opióide parece estar muito relacionado com o processo de 
dependência. Há duas hipóteses propostas para explicar como a atividade 
basal do sistema opióide pode influenciar o consumo excessivo de EtOH: 1) 
deficiência opióide: segundo a qual os seres humanos ou animais fariam 
consumo excessivo de EtOH para compensar esta deficiência, uma vez que o 
EtOH aumenta a liberação de β-endorfina; 2) aumento da atividade do sistema 
opióide mediando os efeitos reforçadores do EtOH, estimulando, assim, o 
consumo dessa droga (para revisão De Waele et al., 1994; Oswald e Wand, 
2004). 
O EtOH aumenta tanto a liberação de β-endorfina (Cowen e Lawrence, 
1999; Di Chiara et al., 1996) e encefalina (Gianoulakis, 2001), quanto a 
expressão dos receptores ou os níveis de ligação a esses receptores. Em 
relação ao aumento da liberação de β-endorfina pela hipófise após a 
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administração de EtOH, o principal indutor é o hormônio liberador de 
corticotrofina (CRH) pelo hipotálamo (Gianoulakis, 2001). Quanto aos 
receptores opióides, um trabalho mostra que a administração aguda de EtOH 
reduz a ligação da β-endorfina aos receptores µ na ATV e no N.Acc. e aumenta 
no córtex frontal e CPF (Mendez et al., 2001), enquanto que a administração 
crônica de EtOH não altera a expressão de receptores δ, mas diminui a de 
receptores µ no estriado e no N.Acc. (Saland et al., 2005). 
 
Sensibilização comportamental 
Vários modelos experimentais são utilizados para estudar a dependência 
a drogas e os fatores que a influenciam. Dentre os paradigmas utilizados, 
enfocaremos a sensibilização comportamental, que é um bom modelo para 
estudar a neurobiologia da dependência e a neuroplasticidade que ocorre 
durante a transição entre o uso e a dependência de drogas (Koob e Volkow, 
2010). 
A administração repetida de uma droga de abuso resulta em alteração 
persistente no funcionamento do circuito de recompensa cerebral, contribuindo 
para o processo de dependência por aumentar as propriedades motivacionais 
da droga (Piazza et al., 1989) e promover a sua procura e o seu uso 
compulsivo (Robinson e Berridge, 1993). Esta adaptação neural é 
acompanhada também por uma mudança comportamental, fenômeno 
conhecido como sensibilização comportamental ou “tolerância reversa” 
(Robinson e Berridge, 1993; 2000). 
A sensibilização comportamental é caracterizada pelo aumento 
progressivo da resposta comportamental aos efeitos estimulantes da droga 
após sua administração repetida, como por exemplo, baixas doses de EtOH, 
psicoestimulantes e morfina (Fish et al., 2002; Masur e Boerngen, 1980; Masur 
et al., 1986; Phillips et al., 1997). Este fenômeno pode ser dividido em duas 
fases: indução ou desenvolvimento, que ocorre durante o tratamento 
repetido com a droga e expressão, em que os animais recebem um desafio 
com a droga após um período de abstinência. Além de serem temporalmente 
distintas, estas fases envolvem substratos neurobiológicos diferentes (Cador et 
al., 1995). A ATV está mais envolvida com a fase de indução e o N.Acc., com a 
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expressão da sensibilização comportamental (Vanderschuren e Kalivas, 2000). 
Além disso, a administração de agonistas e antagonistas que interferem com a 
indução podem não modificar a expressão da sensibilização, e vice-versa 
(Camarini et al., 2000; Johnson et al., 1995; Prasad et al., 1996; Ramos et al., 
2004; White et al., 1998). 
Além da ATV e do N.Acc., o CPF também participa do circuito neural 
integrado que medeia a sensibilização comportamental, proposto por Pierce e 
Kalivas (1997), sendo que os mediadores desse circuito são os sistemas 
dopaminérgico, glutamatérgico e gabaérgico. Alterações na neurotransmissão 
desses sistemas no circuito motivacional seriam necessárias para que 
ocorresse a sensibilização, o que resultaria em aumento da liberação de DA no 
N.Acc. em resposta a uma dose-desafio da droga (Pierce e Kalivas, 1997). A 
infusão de antagonistas de receptores dopaminérgicos no N.Acc. modifica a 
expressão da sensibilização comportamental em animais que sensibilizam ao 
EtOH, de forma que antagonista D1 bloqueia (Abrahao et al., 2011), enquanto 
que antagonista D2 atenua a expressão da sensibilização comportamental 
(Abrahao et al., 2012).  
Além destes neurotransmissores, outros participam da modulação deste 
circuito, como os peptídeos opióides (Spanagel, 1995), visto que o naloxone 
bloqueia o desenvolvimento (Camarini et al., 2000), mas não a expressão da 
sensibilização comportamental (Abrahao et al., 2008; Camarini et al., 2000). 
Este efeito pode ser devido à atuação do naloxone principalmente sobre os 
receptores µ opióides, uma vez que o antagonista específico deste receptor 
bloqueia o desenvolvimento da sensibilização, o que não acontece com 
antagonista específico do receptor δ (Pastor e Aragon, 2006).  
 
Estresse  
Entre os diversos fatores ambientais que podem influenciar tanto a 
sensibilização comportamental como a dependência a drogas de abuso, o 
estresse é um dos mais importantes.  
Estresse é um termo emprestado da física para designar uma condição 
existente em material elástico sob a atuação de uma pressão externa, mas que 
foi usada como um termo médico pela primeira vez por Hans Selye (Seyle, 
1965). Hoje é definido como um conjunto de reações do organismo a 
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agressões de ordem física, psíquica, infecciosa e outras, capazes de perturbar-
lhe a homeostase 4. Os eventos fisiológicos desencadeados em resposta ao 
estresse não são necessariamente danosos, uma vez que são responsáveis 
por adaptar o organismo a situações adversas (Seyle, 1965). Neste trabalho 
adotaremos a nomenclatura estabelecida por Selye, em que estressor é um 
termo utilizado para o estímulo que desencadeia as respostas de estresse 
(Seyle, 1955).  
Dentre as diversas respostas fisiológicas desencadeadas por estímulos 
estressores, as mais clássicas são a liberação de catecolaminas (adrenalina e 
noradrenalina - NA) pelo sistema nervoso simpático e a liberação de CRH pelo 
núcleo paraventricular do hipotálamo (Sapolsky et al., 2000). Os neurônios 
produtores de CRH são amplamente distribuídos no sistema nervoso central 
(SNC) (ver Carrasco e Van De Kar, 2003; Hauger et al., 2006), e o 
neuropeptídeo pode se ligar a receptores do tipo 1 (CRH-R1) e do tipo 2 (CRH-
R2), porém tem maior afinidade pelo receptor CRH-R1 (ver Carrasco e Van De 
Kar, 2003; Hauger et al., 2006). O CRH-R1 é mais amplamente distribuído no 
SNC, enquanto que o CRH-R2 é limitado a algumas regiões como núcleo da 
rafe, septo lateral, núcleo paraventricular e núcleo ventromedial do hipotálamo 
(ver Carrasco and Van de Kar 2003; Hauger et al., 2006). Atuando em 
receptores CRH-R1, localizados na hipófise anterior, o CRH inicia a resposta 
de estresse no eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA), promovendo a 
clivagem da POMC em vários peptídeos, dentre eles o hormônio 
adrenocorticotrófico (ACTH) e a β-endorfina (ver Hauger et al., 2006). O ACTH 
atinge a corrente sanguínea geral e estimula o córtex das glândulas adrenais a 
sintetizar e liberar os glicocorticóides (GCs), cortisol em humanos e 
corticosterona (CORT) em roedores. Os GCs podem atuar em 2 tipos de 
receptores: receptores mineralocorticóides (MR ou tipo I) e glicocorticóides (GR 
ou tipo II) (Sapolsky et al., 2000). Os receptores MR apresentam maior 
afinidade à CORT e uma localização mais restrita aos neurônios de áreas 
límbicas, com moderados níveis do receptor no córtex pré-frontal e amígdala e 
altos níveis no hipocampo, enquanto que os receptores GR têm uma afinidade 
menor, sendo ativados apenas após exposição ao estresse ou durante o pico 
do ritmo circadiano e apresentam uma localização mais ampla, tanto em 
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neurônios como em células da glia, com altos níveis no núcleo paraventricular 
do hipotálamo e no hipocampo (Groeneweg et al., 2011). Os receptores GR 
são importantes para o controle da atividade do eixo HPA, porque através da 
ligação da CORT a esses receptores ocorre a retroalimentação negativa 
(“feedback” negativo), diminuindo a liberação de CRH pelo hipotálamo e de 
ACTH pela hipófise (Sapolsky et al., 2000).  
De acordo com a revisão feita por Herman e colaboradores (2003), uma 
importante região envolvida com a inibição da resposta do eixo HPA ao 
estresse é o hipocampo, que apresenta os receptores GR e MR ricamente 
expressos. Diversos estudos têm mostrado a relação do hipocampo com o eixo 
HPA; assim, lesões nesta estrutura prolongam a liberação de CORT e ACTH 
em resposta ao estresse. Assim como, a perda de neurônios hipocampais, 
decorrente do envelhecimento, está fortemente correlacionada com o 
prolongamento da resposta de CORT ao estresse. 
A atividade do eixo HPA pode ser modulada por diversos sistemas de 
neurotransmissão provenientes de diversas regiões cerebrais, dentre eles, as 
catecolaminas e serotonina (5-HT), que são estimulantes do eixo HPA. As 
projeções noradrenérgicas e adrenérgicas são provenientes do núcleo do trato 
solitário para o núcleo paraventricular do hipotálamo e os neurônios 
serotoninérgicos do núcleo dorsal da rafe inervam estruturas relacionadas com 
a resposta de estresse, como hipotálamo, hipocampo, córtex pré-frontal e 
amígdala (ver Herman et al., 2003).  
 
Estresse e drogas de abuso  
A relação entre estresse e as drogas de abuso é recíproca, uma vez que 
tanto as drogas de abuso alteram as respostas de estresse como o estresse 
modifica as respostas comportamentais e neuroquímicas às drogas de abuso. 
Agudamente, as drogas de abuso ativam o eixo HPA, aumentando as 
concentrações de ACTH e CORT (Koob, 2008; Kuhn e Francis, 1997; Lee e 
Rivier, 1997; Lee et al., 2001; Ogilvie e Rivier, 1997; Rivier, 1996); 
cronicamente, no entanto, desregulam ou bloqueiam estas respostas (Koob, 
2008). Alguns trabalhos mostram que após a administração repetida de EtOH, 
as concentrações de CORT são menores do que após a administração aguda, 
ou seja, ocorre uma tolerância do eixo HPA ao efeito do EtOH (Lee e Rivier, 
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1997; Rivier e Lee, 2001), enquanto que em um estudo anterior do nosso 
grupo, mostramos que a administração crônica de EtOH não modifica as 
concentrações de CORT (Kawakami et al., 2007). Outro estudo mostra uma 
sensibilização da resposta de CORT, ou seja, aumento da resposta após 
administração repetida de anfetamina (Barr et al., 2002). 
Por outro lado, situações estressoras podem aumentar a auto-
administração de drogas de abuso (Piazza e Le Moal, 1998; Sinha, 2001) e as 
respostas comportamentais a essas drogas (Covington e Miczek, 2001; Del 
Rosario et al., 2002; Diaz-Otanez et al., 1997; Marinelli e Piazza, 2002; Nikulina 
et al., 2004; Phillips et al., 1997; Yap et al., 2005). Estes efeitos podem ser 
decorrentes das ações dos hormônios de estresse que resultam em aumento 
das concentrações de DA extracelular no N.Acc. (Castro e Zigmond, 2001; 
Dazzi et al., 2001; Rouge-Pont et al., 1998; Takahashi et al., 1998), pela 
interação do CRH e/ou GCs com seus receptores localizados nas vias de 
recompensa cerebral.  
Infusão de CRH na ATV resulta em aumento da atividade locomotora 
(Kalivas et al., 1987) e dos disparos de neurônios dopaminérgicos (Wanat et 
al., 2008). Este efeito parece estar envolvido com a ativação dos CRH-R1 
presentes na ATV (Van Pett et al., 2000), uma vez que a administração de um 
agonista de CRH-R1, mas não do agonista CRH-R2, aumenta 
significativamente a taxa de disparo dos neurônios dopaminérgicos (Wanat et 
al., 2008). Por outro lado, a infusão de antagonista de CRH-R1, CP 154,526, 
reduz o efeito do CRH sobre a taxa de disparo dos neurônios dopaminérgicos 
na ATV (Wanat et al., 2008) e reduz as concentrações de DA decorrentes da 
administração de cocaína na ATV e no N.Acc. (Lu et al., 2003). O antagonista 
de CRH-R2, por sua vez, não diminui estes efeitos (Wanat et al. 2008). No 
mesmo sentido, a administração de um antagonista inespecífico de CRH (alfa-
helical) e antagonista de CRH-R1, mas não do antagonista CRH-R2, diminuem 
a atividade locomotora induzida pela cocaína (Lu et al., 2003). 
Segundo a teoria proposta por Piazza e Le Moal (1998), os GCs 
aumentam a liberação de DA no N.Acc., que pode ser resultado de sua ligação 
aos GR localizados nos corpos celulares dos neurônios dopaminérgicos da 
ATV (Harfstrand et al., 1986). Evidências para essa ação vêm de estudos em 
que a liberação de DA no N.Acc. induzida pelo estresse de pinçamento da 
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cauda (“tail-pinch”) é suprimida pela adrenalectomia, e a reposição com CORT 
reverte este efeito (Rouge-Pont et al., 1998). Isto também ocorre para o efeito 
estimulante das drogas; a adrenalectomia e a metirapona (inibidor da síntese 
de corticosterona) diminuem as respostas comportamentais à cocaína 
(Marinelli et al., 1997) e a reposição com altas doses de CORT pode reverter 
esses efeitos (Marinelli et al., 1997). 
O CRH e os GCs parecem alterar o processo da dependência de formas 
diferentes. Enquanto a ativação do eixo HPA, com liberação de GCs, pode 
caracterizar o início do uso, o CRH extra-hipotalâmico, ou seja, o que atua em 
outras estruturas cerebrais como amígdala e o núcleo intersticial da estria 
terminal (“bed nucleus of the stria terminalis”), caracteriza o estágio de 
abstinência (Koob et al., 1998). Esta diferença também tem sido descrita para a 
sensibilização comportamental. Os GCs parecem estar mais envolvidos com o 
desenvolvimento da sensibilização comportamental, enquanto que o CRH 
parece estar mais relacionado com a sua expressão, através de suas ações 
extra-hipotalâmicas, ou seja, independentes da ativação do eixo HPA (Johnson 
et al., 1995; Pastor et al., 2008; Roberts et al., 1995). A adrenalectomia 
bloqueia o desenvolvimento da sensibilização comportamental à nicotina 
(Johnson et al., 1995) e o tratamento com agonistas de GR, assim como altas 
doses de CORT ou dexametasona, revertem este efeito (Johnson et al., 1995). 
No entanto, a adrenalectomia não bloqueia a expressão da sensibilização 
comportamental à nicotina (Johnson et al., 1995) e à cocaína (Prasad et al., 
1996). A administração de um antagonista específico de GR atenua a 
sensibilização ao efeito estimulante do EtOH (Roberts et al., 1995), mas não 
bloqueia a expressão da mesma (Pastor et al., 2008), enquanto que o 
antagonista de CRH-R1 atenua o desenvolvimento (Pastor et al., 2008) e 
bloqueia a expressão da sensibilização comportamental ao EtOH (Pastor et al., 
2008) e à cocaína (Erb e Brown, 2006).  
Não somente o estresse na idade adulta, mas o estresse no início da 
vida também está associado a um aumento da vulnerabilidade ao abuso de 
drogas em humanos (Enoch, 2011) e em animais (Meaney et al., 2002; Miczek 
et al., 2008; Moffett et al., 2007; Roman e Nylander, 2005). 
 
Introdução 
 
13 
Estresse no início da vida – Separação materna longa 
Em humanos, entre os estressores que podem ocorrer no início da vida, 
pode-se citar divórcio dos pais, morte de um dos pais, abuso ou negligência 
física, abuso ou negligência emocional e abuso sexual, que ocorrem antes dos 
18 anos de idade (Enoch, 2011). Um estudo americano mostrou que 53% de 
uma amostra de 9.282 adultos responderam que passaram por pelo menos um 
evento estressante no início da vida (Green et al., 2010). 
Há uma relação importante entre o estresse no início da vida e 
alcoolismo, assim como com outros distúrbios psiquiátricos. Um estudo 
americano mostrou que em tribos americanas com alta taxa de alcoolismo, 35-
70% dos homens e 40-56% das mulheres foram abusados fisicamente na 
infância (Enoch, 2011). No Brasil, mostrou-se que mulheres dependentes de 
álcool ou outras drogas relataram maior freqüência de abuso sexual, físico e 
emocional no início da vida e que homens dependentes de álcool relataram 
maior freqüência de abuso sexual do que indivíduos do grupo controle (Tucci et 
al., 2010). Neste estudo também foi verificado que as mulheres diagnosticadas 
com depressão relataram maior freqüência de abuso sexual, físico e 
emocional, assim como os homens com o mesmo diagnóstico relataram maior 
freqüência de negligência física do que os indivíduos controle (Tucci et al., 
2010). O aumento na vulnerabilidade a outros distúrbios psiquiátricos, como 
depressão e ansiedade, pelo estresse no início da vida já foi descrito na 
literatura (Enoch, 2011; Mello et al., 2009).  
Dentre os paradigmas utilizados para estudar o estresse no início da 
vida em modelos animais, daremos ênfase à separação materna longa (SML). 
A SML consiste no afastamento dos filhotes de suas mães por longos períodos 
de tempo (3-6h) durante os primeiros dias de vida, quando o cuidado materno é 
essencial para o desenvolvimento do filhote. Muitas respostas fisiológicas do 
filhote são reguladas por comportamentos maternos específicos; por exemplo, 
a liberação de CORT é regulada principalmente pela amamentação (Rosenfeld 
et al., 1993) e a liberação de ACTH, que é inibida pela limpeza ano-genital 
(Suchecki et al., 1993).  
O período que vai do 4o ao 14o dias de vida é conhecido como período 
de hiporresponsividade ao estresse (PHRE), e é caracterizado por uma 
redução da sensibilidade das glândulas adrenais ao ACTH (Rosenfeld et al., 
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1992). A separação dos filhotes de suas mães durante este período produz 
alterações fisiológicas e comportamentais que persistem até a idade adulta, 
como será descrito a seguir. Muitos trabalhos comparam os resultados da SML 
com duas outras condições: uma em que a ninhada é separada por breves 
períodos de tempo (15 min, por exemplo – separação materna breve) e que 
não será utilizada nesta tese, e outra, considerada como controle, em que os 
filhotes não são manipulados até o desmame, a não ser pela limpeza das 
gaiolas-moradia (denominados de CPB – “animal facility rearing”), que será 
utilizada nesta tese.   
 
Efeitos da separação materna longa 
Drogas de abuso: A maioria dos trabalhos mostra que a SML aumenta a 
vulnerabilidade ao abuso de drogas (ver revisões Miczek et al., 2008; Moffett et 
al., 2007; Roman e Nylander, 2005). A SML aumenta a auto-administração de 
psicoestimulantes (Moffett et al., 2007), morfina (Vazquez et al., 2005) e 
potencializa os efeitos estimulantes da cocaína (Kikusui et al., 2005). Com 
relação ao EtOH, a maioria dos trabalhos mostra que a SML aumenta a 
ingestão dessa droga em machos (Cruz et al., 2008; Huot et al., 2001; Ploj et 
al., 2003a; Roman e Nylander, 2005), mas não em fêmeas (Gustafsson et al., 
2005; Roman et al., 2004). No paradigma de sensibilização comportamental ao 
EtOH, observamos, em estudo anterior, que camundongos fêmeas submetidos 
à SML desenvolvem esse fenômeno mais rapidamente do que fêmeas do 
grupo controle, o que não acontece em machos (Kawakami et al., 2007). No 
entanto, existem alguns trabalhos que não mostram estas alterações (Advani et 
al., 2007; Jaworski et al., 2005; Li et al., 2003; Marin e Planeta, 2004; Weiss et 
al., 2001). 
O aumento na vulnerabilidade ao abuso de drogas em animais 
submetidos à SML pode ser explicado por alterações hormonais, 
neuroquímicas e comportamentais induzidas pela SML, como será descrito a 
seguir.  
 
Eixo HPA: A SML afeta principalmente as concentrações de CRH em 
condições basais (Aisa et al., 2008; Plotsky et al., 2005), produzindo poucos 
efeitos nas concentrações basais de ACTH e CORT, sendo que estes são mais 
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alterados em resposta ao estresse (Plotsky et al., 2005; Wigger e Neumann, 
1999). A SML aumenta tanto a expressão do CRH como de seu receptor, 
sendo que animais submetidos à essa manipulação apresentam maiores 
concentrações de RNAm para CRH (Aisa et al., 2008; Plotsky et al., 2005), de 
CRH (Plotsky et al., 2005), assim como maior quantidade RNAm para CRH-R1 
no núcleo paraventricular do hipotálamo (Plotsky et al., 2005), maior 
concentração (O'malley et al., 2011) e maior nível de ligação (Plotsky et al., 
2005) de receptor CRH-R1 no hipotálamo. No entanto, após a exposição ao 
estresse, a concentração do receptor CRH-R1 diminui, não apresentando 
diferença entre os animais SML e controle (O'malley et al., 2011). No córtex 
frontal, ao contrário, os animais SML apresentam menores concentrações de 
RNAm e de ligação de CRH-R1 (Plotsky et al., 2005) e após o estresse, 
maiores concentrações de CRH-R1 no córtex pré-frontal e hipocampo do que 
os animais controle (O'malley et al., 2011).  
Em relação à atividade basal do eixo HPA, a SML não parece alterar as 
concentrações de ACTH (Plotsky et al., 2005; Wigger e Neumann, 1999) e de 
CORT (Arborelius e Eklund, 2007; Marin e Planeta, 2004; Parfitt et al., 2004; 
Plotsky e Meaney, 1993; Plotsky et al., 2005; Roman et al., 2006; Tiba et al., 
2004; Wigger e Neumann, 1999) em relação ao grupo controle, apesar de 
alguns trabalhos mostrarem alteração (Aisa et al., 2008; Biagini et al., 1998; 
Slotten et al., 2006). A SML aumenta a resposta de ACTH (Plotsky et al., 2005; 
Wigger e Neumann, 1999) e de CORT ao estresse (Kalinichev et al., 2002b; 
Plotsky et al., 2005) e ao EtOH (Kawakami et al., 2007) em machos. Entretanto, 
essas alterações não são consensuais na literatura, uma vez que alguns 
estudos mostram que a SML não modifica a resposta ao estresse em ratos 
machos (Biagini et al., 1998; Marin e Planeta, 2004; Plotsky e Meaney, 1993; 
Tiba et al., 2004) e fêmeas (Arborelius e Eklund, 2007; Slotten et al., 2006; Tiba 
et al., 2008), nem em camundongos fêmeas em resposta ao EtOH (Kawakami 
et al., 2007), quando  comparados com animais controles. 
Como descrito na seção sobre a relação do estresse e drogas de abuso, 
uma vez que os GCs e o CRH alteram a transmissão dopaminérgica na via de 
recompensa, assim como modificam as respostas comportamentais às drogas 
de abuso, estas alterações no eixo HPA induzidas pela SML poderiam explicar 
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os efeitos desta manipulação no consumo e na sensibilização comportamental 
ao EtOH. 
 
Neurotransmissão: Além das alterações hormonais no sistema do CRH e eixo 
HPA, a SML produz modificações em diversos sistemas de neurotransmissão, 
tais como o dopaminérgico e o opioidérgico, que estão envolvidos com o 
circuito de recompensa, assim como as monoaminas (5-HT e NA), que 
poderiam explicar os efeitos da SML na vulnerabilidade ao abuso de drogas.  
 - Sistema dopaminérgico: Os animais SML apresentam maiores concentrações 
de DA no estriado (Matthews et al., 2001) e aumento da liberação de DA 
induzida por potássio no N.Acc. (Hall et al., 1999). Além disso, esses animais 
apresentam maiores concentrações do metabólito da DA no N.Acc. em 
resposta ao estresse (Arborelius e Eklund, 2007). Essa mudança na 
concentração do metabólito pode indicar alteração na captação da DA, o que é 
sugerido pelos menores níveis de transportador de DA (DAT) no N.Acc. 
(Meaney et al., 2002). Porém esse efeito sobre o DAT no N.Acc. não foi 
observado em estudo com camundongos submetidos à separação materna 
(Kikusui et al., 2005).  
Em relação aos receptores de dopamina, os animais SML não 
apresentam diferenças na quantidade dos auto-receptores D2 na ATV (Ploj et 
al., 2003a), mas apresentam maior quantidade de receptores D1 no 
caudado/putâmen (Brake et al., 2004). Após a ingestão crônica de EtOH (por 
26 dias), esses animais apresentam menores níveis de receptores D1 no 
N.Acc. (Ploj et al., 2003a), o que pode sugerir um aumento da liberação de DA 
em resposta ao EtOH, que induziria “down-regulation” desses receptores. 
 
 - Sistema opioidérgico: Vários estudos mostram que a SML aumenta a 
expressão de RNAm de POMC, precursor da β-endorfina (Kim et al., 2005) e 
as concentrações do peptídeo opióide met-encefalina (Gustafsson et al., 2008; 
Gustafsson et al., 2005; Marmendal et al., 2004; Ploj et al., 2003b) e diminui as 
concentrações basais de dinorfina (Gustafsson et al., 2008 ; Ploj et al., 2003b ). 
No entanto, após a ingestão de EtOH, os animais SML apresentam maiores 
concentrações de dinorfina no córtex frontal (Gustafsson et al., 2008). 
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Além disso, os animais SML não apresentam alteração na quantidade do 
receptor δ ou κ em situação basal (Ploj et al., 2003a), mas após a ingestão de 
EtOH, observa-se redução de receptores κ na amígdala e aumento na 
substância negra em comparação aos animais CPB (Ploj et al., 2003a). Apesar 
de não apresentarem diferença na quantidade de ligação aos receptores µ-
opióide (Vazquez et al., 2005), os machos SML apresentam maior resposta 
locomotora à morfina (Kalinichev et al., 2002a), sugerindo um aumento da 
sensibilidade dos receptores µ ao agonista. 
 
- Sistema serotoninérgico: Os animais SML apresentam menores 
concentrações de 5-HT no hipocampo (Lee et al., 2007; Matthews et al., 2001) 
e CPF medial (Matthews et al., 2001). No entanto, outros trabalhos mostram 
que a SML aumenta as concentrações do metabólito de 5-HT (5-HIAA) no N. 
Acc. (Arborelius e Eklund, 2007), ou não modifica as concentrações de 5-HT no 
hipotálamo e hipocampo (Daniels et al., 2004). Em algumas regiões, as 
diferenças entre SML e CPB somente aparecem após um estressor, como a 
diminuição das concentrações de 5-HT no córtex cingulado e o aumento das 
concentrações de 5-HIAA na amígdala (Arborelius e Eklund, 2007), córtex 
frontal e hipocampo (Daniels et al., 2004). Com relação aos receptores, a SML 
não modifica a quantidade de receptores 5-HT 1A (Advani et al., 2007). 
 
- Sistema noradrenérgico: A SML aumenta as concentrações de NA no 
hipocampo (Matthews et al., 2001), porém outro trabalho mostra que a SML 
não modifica as concentrações basais de NA, mas as diminui no hipotálamo e 
hipocampo após exposição ao estresse (Daniels et al., 2004). 
 
Comportamento: A SML altera comportamentos que podem estar associados 
com a vulnerabilidade ao abuso de drogas, assim como aos distúrbios 
psiquiátricos, como depressão e ansiedade. Aqui enfatizaremos os estudos 
sobre a atividade locomotora e ansiedade. 
Atividade locomotora: As metodologias mais utilizadas para a avaliação da 
atividade locomotora envolvem testes no campo aberto ou em caixas de 
atividade locomotora. A resposta locomotora à novidade, observada durante a 
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primeira exposição ao aparelho, é importante, uma vez que vários trabalhos 
que utilizam a distribuição dos animais em grupos que respondem mais ou 
menos à novidade mostram que esses animais também diferem entre si em 
vários comportamentos. Por exemplo, animais que respondem mais à novidade 
se auto-administram cocaína mais rapidamente (Davis et al., 2008), são menos 
ansiosos (Kabbaj et al., 2000; Stead et al., 2006) e apresentam maior resposta 
de CORT ao teste de ansiedade (Kabbaj et al., 2000) do que aqueles que 
respondem menos à novidade. 
A maioria dos dados na literatura mostra que os animais SML não 
diferem dos animais controle na atividade locomotora em resposta à novidade 
(Aisa et al., 2007; 2008; Brake et al., 2004; Li et al., 2003; Marin e Planeta, 
2004; Marmendal et al., 2004; Rhees et al., 2001). Entretanto, um estudo 
mostra diminuição nos primeiros dez minutos de exposição às caixas de 
atividade locomotora, sem diferença nos últimos vinte minutos (Matthews et al. 
1999). 
 
Comportamento tipo-ansioso: A ansiedade tem uma influência importante no 
processo de dependência, principalmente na progressão da doença, por ser 
um estado emocional negativo. Com isso, algumas teorias propõem que para 
aliviar este estado emocional negativo, ocorreria aumento do consumo de 
EtOH (reforço negativo), favorecendo ao progresso do processo da 
dependência (Heilig e Koob, 2007).  
O modelo mais utilizado para a avaliação do comportamento tipo-
ansioso é o labirinto em cruz elevado (LCE). O LCE consiste em dois braços 
abertos e dois braços fechados e baseia-se no conflito gerado entre o 
comportamento característico de exploração dos roedores e seu medo inato de 
áreas abertas e expostas. Sendo assim, fármacos que reduzem a exploração 
dos braços abertos apresentam perfil ansiogênico, enquanto que fármacos que 
aumentam a exploração e o tempo despendido nos braços abertos apresentam 
efeito ansiolítico (Pellow e File, 1986), como é o caso do EtOH (Correa et al., 
2008; Da Silva et al., 2005). 
Por outro lado, o estresse aumenta o comportamento tipo-ansioso e este 
efeito é devido à liberação de CORT, que é ansiogênica (Calvo et al., 1998; 
Calvo e Volosin, 2001). Os efeitos da SML sobre o comportamento tipo-ansioso 
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são controversos, visto que alguns estudos relatam aumento desse 
comportamento nos animais SML, com menor número de entradas (Wigger e 
Neumann, 1999) e menor tempo despendido (Kalinichev et al., 2002b; Lee et 
al., 2007; Romeo et al., 2003) nos braços abertos, enquanto que outros não 
relatam diferença entre os grupos na porcentagem de entradas (Slotten et al., 
2006) e tempo despendido nos braços abertos (Aisa et al., 2008; Roman et al., 
2006; Slotten et al., 2006). 
 
Diferenças sexuais 
O efeito do estresse no início da vida na dependência a drogas de abuso 
e alcoolismo é dependente do sexo em humanos (Enoch, 2011) e em animais 
(Roman e Nylander, 2005), embora esses efeitos sejam opostos nessas 
espécies. Enquanto em humanos o estresse no início da vida se associa com a 
dependência a drogas de abuso nas mulheres e em menor grau nos homens 
(Enoch, 2011), nos animais, a SML aumenta o consumo de EtOH em machos, 
mas não em fêmeas (Roman e Nylander, 2005). 
Além desse comportamento, outros efeitos da separação materna são 
variáveis dependendo do sexo, como o efeito ansiogênico e as alterações 
neuroquímicas (Kalinichev et al., 2002a; Matthews et al., 2001; Mcintosh et al., 
1999; Romeo et al., 2003; Slotten et al., 2006; Wigger e Neumann, 1999), que 
podem ser explicadas pelo cuidado materno diferenciado entre os filhotes 
machos e fêmeas, sendo que os machos são mais cuidados pelas mães 
(Moore e Morelli, 1979).  
Além disso, os hormônios sexuais podem influenciar tanto a resposta do 
eixo HPA ao estresse como as respostas comportamentais às drogas de 
abuso. Fêmeas liberam mais CORT do que machos tanto na atividade basal do 
eixo HPA (Critchlow et al., 1963; Mccormick et al., 2005; Seale et al., 2004) 
como em resposta ao estresse (Rivier, 1993). Há indícios de que as 
concentrações basais de CORT e as respostas de CORT e ACTH sejam 
influenciadas pelos hormônios sexuais, uma vez que a gonadectomia abole as 
diferenças sexuais nas concentrações basais de CORT (Critchlow et al., 1963) 
e na resposta de ACTH ao EtOH entre machos castrados e fêmeas 
ovariectomizadas (Rivier, 1993). Porém, a resposta de CORT ao EtOH 
permanece maior em fêmeas ovariectomizadas do que em machos castrados 
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(Rivier, 1993). No entanto, outros trabalhos mostram que machos castrados 
apresentam maiores respostas de ACTH e CORT ao estresse do que fêmeas 
ovariectomizadas, devido ao fato de que a ovariectomia diminui as respostas 
de ACTH e CORT ao estresse (Seale et al., 2004) e a castração aumenta estas 
respostas (Handa et al., 1994; Seale et al., 2004). Estes dados sugerem que o 
estrógeno e a testosterona possuem ações antagônicas no eixo HPA, sendo o 
primeiro estimulante e o segundo inibidor. 
Além disso, fêmeas apresentam maior sensibilização comportamental a 
drogas psicoestimulantes e EtOH (Becker et al., 2001; Chin et al., 2002; Phillips 
et al., 1997; Roberts et al., 1995), maior auto-administração de 
psicoestimulantes (Roth et al., 2004) e consumo de EtOH (Blanchard et al., 
1993) podendo ser explicado pelo fato de que fêmeas apresentam maior 
liberação de DA no N.Acc. em resposta ao EtOH do que machos (Blanchard et 
al., 1993). Os hormônios gonadais parecem influenciar a busca por e as 
respostas comportamentais às drogas de abuso, uma vez que a ovariectomia 
diminui a hiperatividade das fêmeas após tratamento crônico com cocaína em 
comparação ao obervado em machos e em fêmeas não ovariectomizadas 
(Harrod et al., 2005) e previne o aumento progressivo da atividade locomotora 
à morfina (Stewart e Rodaros, 1999). Além disso, o tratamento de fêmeas 
ovariectomizadas com estrógeno aumenta a sensibilização comportamental à 
cocaína (Hu e Becker, 2003) e a auto-administração de cocaína (Hu et al., 
2004). No entanto, a influência dos hormônios gonadais na auto-administração 
de drogas que não sejam psicoestimulantes ainda é controversa (Roth et al., 
2004).  
 
Considerando que em um estudo prévio do nosso grupo a SML acelerou 
o desenvolvimento da sensibilização comportamental ao efeito estimulante do 
EtOH em fêmeas e que este efeito pode ser devido a diversas alterações, 
dentre elas, hormonais, neuroquímicas e comportamentais, no presente estudo 
procuramos estudar a influência destes fatores nos efeitos da SML sobre a 
sensibilização comportamental. 
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Objetivo Geral: 
  
O objetivo da tese foi verificar os aspectos neuroquímicos envolvidos na 
influência da separação materna longa sobre a sensibilização comportamental 
ao etanol em camundongos machos e fêmeas. 
 
 
Objetivos específicos: 
 
Experimento 1: Verificar os efeitos da separação materna longa nas 
concentrações de monoaminas cerebrais e de corticosterona. 
Experimento 1.1: Verificar se a separação materna longa per se promove 
alterações nas concentrações de monoaminas. 
Experimento 1.2: Verificar o efeito do tratamento crônico com etanol nas 
concentrações de monoaminas em algumas regiões cerebrais em animais 
submetidos à separação materna longa. 
 
Experimento 2: Verificar os efeitos da separação materna longa no 
comportamento tipo-ansioso. 
Experimento 2.1: Verificar o efeito da separação materna longa per se no 
comportamento tipo-ansioso. 
Experimento 2.2: Verificar a influência da separação materna longa no efeito 
ansiolítico do etanol. 
 
Experimento 3: Verificar se o sistema opioidérgico tem participação na 
expressão da sensibilização comportamental em camundongos, machos e 
fêmeas, submetidos à separação materna longa. 
 
Experimento 4: Verificar se o antagonista de receptor CRH-R1 bloqueia a 
expressão da sensibilização comportamental de camundongos machos e 
fêmeas, submetidos à SML. 
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Sujeitos:  
Foram utilizados camundongos suíços albinos, mantidos no biotério do 
Departamento de Psicobiologia e provenientes do mesmo departamento ou do 
Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME) da 
UNIFESP, sob condições controladas de iluminação (ciclo claro-escuro de 12h, 
luzes acesas das 7:00 h às 19:00 h) e temperatura ambiente (23 ± 2°C). Os 
procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
UNIFESP (CEP 521/07 – Anexo 2). 
 
Drogas:  
• Etanol (Synth) (15% p/v em 0,9 % NaCl) 
• Naltrexone (Sigma-Aldrich) (Antagonista opióide) 
• CP 154,526 (Tocris) (Antagonista CRH-R1) 
 
Aparelhos: 
• Caixas de atividade Opto-Varimex (Columbus Instruments, EUA, 47,5 X 
25,7 X 20,5 cm), providas de 16 pares de feixes fotoelétricos conectados 
a um contador digital, acionado a cada passagem do animal e a um 
computador com programa para contagem da atividade motora 
horizontal.  
• Labirinto em Cruz Elevado (LCE): É composto por dois braços abertos 
(BA) em cruzamento com dois braços fechados (BF). As medidas dos 
BA e BF são: 64 cm de comprimento x 7 cm de largura. O aparato é 
mantido a uma altura de 50 cm do piso.  
• Aparelho de cromatografia líquida de alta pressão (High-performance 
liquid chromatography – HPLC): Consiste em: Auto-injetor SIL-10 A, 
bomba LC-10 AD; Shimatsu, Japão e sistemas de colunas baseadas em 
sílica C 18 (coluna Spheri-5, C18, ODS, 5µm, 25 cm x 4,6 mm, 
conectada a uma pré-coluna NewGuard Cartridge Column, RP-18, 7 µm; 
Perkin-elmer Brownlee Columns, EUA). 
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Separação materna:  
Para o cruzamento, os machos permaneceram com as fêmeas (em 
proporção de um macho para duas fêmeas) por um período de 10 dias, quando 
então foram retirados e as fêmeas, alojadas individualmente em gaiolas 
plásticas. Cinco dias após o alojamento individual das fêmeas, as gaiolas foram 
inspecionadas diariamente para detecção de filhotes. O dia do nascimento foi 
designado Dia 0. No Dia 1, as ninhadas foram padronizadas para conter 5 
machos e 5 fêmeas, sempre que possível. A partir do Dia 2, as ninhadas foram 
distribuídas aleatoriamente em 2 grupos: 
1- Separação materna longa (SML): os filhotes foram separados diariamente de 
suas mães por um período de 3 h, do 2° ao 14° dias de vida. 
Diariamente às 12h00, cada ninhada era retirada da gaiola-moradia e 
alojada em outra gaiola mantida sobre uma almofada térmica, para mimetizar a 
temperatura do ninho, em outra sala, enquanto a mãe permanecia na gaiola-
moradia. Duas a três vezes por semana, durante o período de separação, as 
gaiolas-moradia eram limpas, substituindo-se metade da maravalha por 
material novo. Ao final do período de manipulação, mãe e ninhada 
permaneceram juntas, sem qualquer distúrbio, até o desmame.  
2- Cuidados padrão de biotério (CPB): os filhotes não foram manipulados, 
exceto para a limpeza das gaiolas-moradia (três vezes por semana) até o 
desmame. 
 O desmame foi realizado no 22° dia de vida, quando os filhotes foram 
separados por sexo e alojados, por tipo de manipulação, em grupos de 15 a 20 
animais em gaiolas de plástico ou em grupos de 4 a 5 animais em gaiolas de 
plástico. No experimento 2, os animais foram alojados em grupos de 4 a 5 
animais em gaiolas de plástico e mantidos em estante ventilada. 
 Todos os tratamentos farmacológicos, testes comportamentais e 
dosagens foram realizados em camundongos machos e fêmeas adultos, com 
aproximadamente três meses de idade (PND 90). 
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Dosagem de CORT: As amostras de sangue foram coletadas em microtubos 
gelados contendo uma solução de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 
(60 mg/ml) e centrifugadas a 886,3 xg por 15 min a 4ºC. O plasma foi extraído 
e mantido em freezer a -20°C até a determinação das  concentrações de CORT.  
A dosagem foi realizada pelo método de radioimunoensaio utilizando kit 
comercial (ICN Biomedicals, CA, USA) com uma modificação do método 
original (5 µl de plasma e metade do volume dos reagentes) desenvolvido por 
Thrivikraman et al., 1997). A sensibilidade do ensaio é 3,25 ng/ml e variações 
intra e entre ensaios são de 7,1% e 10,3%, respectivamente. 
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Experimento 1: Efeito da separação materna nas concentrações de 
monoaminas.  
Justificativa: Nosso estudo anterior mostrou que a SML acelerou o 
desenvolvimento da sensibilização comportamental ao EtOH em fêmeas, mas 
não em machos (Kawakami et al., 2007), embora existam evidências de que a 
SML aumenta o consumo de EtOH em machos, mas não em fêmeas. Já se 
mostrou que a SML produz alterações basais nas concentrações de 
monoaminas em algumas regiões pela SML, tais como aumento nas 
concentrações de DA no estriado e diminuição de 5-HT no CPF e hipocampo 
nos ratos machos (Matthews et al., 2001) e aumento de DA no estriado e de 
NA no hipocampo e diminuição nas concentrações de 5-HT no hipocampo nas 
fêmeas (Matthews et al., 2001). No entanto, nenhum estudo anterior estudou o 
efeito do EtOH nas concentrações de monoaminas em animais submetidos à 
SML. 
 
Objetivos: Verificar os efeitos da separação materna longa nas concentrações 
de monoaminas cerebrais. 
 
Materiais e Métodos: Os animais foram submetidos à separação materna 
conforme o protocolo descrito acima (8-9 ninhadas/manipulação) e 
aproximadamente aos 90 dias de idade, iniciou-se o experimento com 
camundongos machos e fêmeas (12:00 h - 16:00 h), testados em dias e salas 
separados para que não houvesse influência dos ferômonios sobre o 
comportamento dos machos e vice-versa. Os animais foram testados nas 
caixas de atividade locomotora por 15 minutos para avaliação da atividade 
locomotora em resposta a um ambiente novo (resposta à novidade) e com 
base neste parâmetro, os animais foram distribuídos entre os tratamentos e 
separados entre os experimentos 1.1 e 1.2 para que apresentassem níveis 
semelhantes de resposta locomotora à novidade entre os tratamentos e os 
grupos submetidos a estes experimentos. As duas etapas do experimentos 
foram realizadas simultaneamente. No experimento 1.2, os animais foram 
testados por 15 minutos nas caixas de atividade locomotora nos dias 1, 7, 14 e 
21 de tratamento. Para que não houvesse diferença na quantidade de 
exposições dos animais às caixas de atividade entre as etapas, no experimento 
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1.1, os animais foram expostos semanalmente às caixas de atividade 
locomotora por 15 minutos, em um total de quatro exposições, sendo que 
somente na última exposição (4ª exposição), houve avaliação da atividade 
locomotora (além do teste de novidade). Em ambos os experimentos, as 
análises estatísticas foram realizadas separadamente para os machos e 
fêmeas. 
 
Dosagem de monoaminas e metabólitos: Córtex frontal, estriado e hipocampo 
foram dissecados sempre pela mesma pessoa e coletados individualmente em 
microtubos contendo 500 µL de solução de extração (0,1 M ácido perclórico 
contendo 0,4 mM metabissulfito de sódio e 0,2 mM EDTA). As amostras de 
tecido foram pesadas e homogenizadas por sonicação. Os homogenatos foram 
centrifugados a 20.000 x g por 15 min a 4ºC. Os precipitados foram dissolvidos 
em 0,1N de hidróxido de sódio (NaOH) e a dosagem de proteínas foi realizada 
pelo método de Hartree-Lowry test (Hartree, 1972). Os sobrenadantes foram 
filtrados em tubos para microcentrífuga com filtro acoplado de 0,22 µm (Corning 
Spin-x® centrifuge tube filters) e injetados (40µl) dentro da coluna (previamente 
acoplada a uma pré-coluna C-18, modelo Shim-pack GVP-ODS 4,6mm x 10 
mm; SHIMADZU; Tokyo, Japan) de fase reversa de um aparelho de 
cromatografia líquida (HPLC). As monoaminas foram detectadas 
eletroquimicamente utilizando um detector amperométrico (L-ECD-6A, 
Shimadzu, Japan), conforme descrito por Machado et al., 2008). Cada amostra 
foi analisada em duplicata para as concentrações de NA, DA, 5-HT e os 
metabólitos ácido diidroxifenilacético (DOPAC), ácido homovalínico (HVA) e 
ácido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA). A taxa de recuperação foi determinada 
pela adição de uma concentração conhecida do padrão interno 3,4-di-
hidroxibenzóico (DHBA) no momento da homogenização dos tecidos. As áreas 
dos picos das amostras foram comparadas com as áreas dos picos dos 
padrões de cada neurotransmissor ou metabólito, que foram injetados em 
concentrações conhecidas, intercalada entre as corridas. A razão entre 
metabólito e neurotransmissor foi calculada para cada animal. Todos os 
resultados foram apresentados em média ± erro padrão. 
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Experimento 1.1: Efeitos da SML per se na atividade locomotora e nas 
concentrações de CORT e monoaminas. 
Objetivos: Verificar se a separação materna longa por si só produz alterações 
nas concentrações de monoaminas. 
 
Materiais e Métodos: Um animal de cada ninhada foi habituado 
semanalmente à caixa de atividade locomotora por 15 minutos, conforme 
descrito acima. Cinco minutos após o teste de atividade locomotora (4ª 
exposição dos animais às caixas de atividade), cada camundongo foi 
eutanasiado para a coleta de sangue para posterior dosagem de CORT e 
retirada dos encéfalos para a dosagem de monoaminas (número de animais: 
machos: CPB = 10; SML = 9, e fêmeas: CPB = 11; SML = 10). A comparação 
entre a resposta locomotora à novidade e a quarta exposição às caixas de 
atividade, das concentrações de CORT e de monoaminas entre os grupos CPB 
e SML foi realizada por teste t de Student. O nível de significância estabelecido 
foi de p ≤ 0,05. 
 
Resultados:  
Machos:  
Atividade Locomotora (Tabela 1): O teste t de Student não detectou diferença 
entre os grupos CPB e SML na resposta locomotora à novidade (t(17)= 0,43, 
p>0,05) ou na quarta exposição às caixas de atividade (t(17)= 0,82, p>0,05). 
 
Concentrações de CORT (Tabela 1): Nenhuma diferença estatisticamente 
significativa foi encontrada (t(17)= 1,79, p>0,05). 
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Tabela 1: Atividade locomotora em resposta à novidade e no último dia de 
exposição às caixas de atividade e concentrações de CORT (média ± erro 
padrão) dos machos CPB e SML. 
  CPB SML p 
Atividade Locomotora à novidade 1061,0 ± 102,2 1122,8 ± 99,5 n.s 
Atividade Locomotora na 4ª exposição 925,0 ± 154,3 769,9 ± 99,0 n.s 
Concentrações de CORT (ng/ml) 116,7 ± 22,9 174,1 ± 22,3 n.s 
n.s.: não significativo 
 
Concentrações de monoaminas (Tabela 2): Os resultados das concentrações 
de NA, DA e seus metabólitos (DOPAC e HVA), 5-HT e seu metabólito (5-
HIAA) e das razões metabólito/neurotransmissor (DOPAC/DA, HVA/DA e 5-
HIAA/5-HT) foram analisados por meio de teste t de Student para cada região. 
Córtex frontal (Tabela 2): Não houve diferença entre os grupos nas 
concentrações dos neurotransmissores, seus metabólitos e nas razões 
metabólito/neurotransmissor.  
Estriado (Tabela 2): A única diferença encontrada foi nas concentrações de 5-
HT, em que os animais SML apresentaram maiores concentrações do que os 
animais CPB (t(17)= 2,70, p<0,05). Nenhuma diferença estatística foi 
encontrada nos outros parâmetros. 
Hipocampo (Tabela 2): Os animais SML apresentaram maiores concentrações 
de DOPAC (t(17)= 2,27, p<0,05) e HVA (t(17)= 2,88, p<0,05) do que os animais 
CPB. Nenhuma diferença entre os grupos foi encontrada nos outros 
parâmetros analisados. 
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 Tabela 2: Concentrações de monoaminas (nanograma/mg de proteína) dos 
machos CPB e SML no córtex frontal, estriado e hipocampo (média ± erro 
padrão). 
Monoamina ou
metabólito Córtex Frontal Estriado Hipocampo
NA
CPB 2,85 ± 0,74 0,53 ± 0,06 1,90 ± 0,45
SML 2,16 ± 0,28 0,62 ± 0,08 2,56 ± 0,30
DA
CPB 1,64 ± 0,58 8,83 ± 0,57 0,81 ± 0,18
SML 1,55 ± 0,43 8,21 ± 0,72 1,07 ± 0,14
DOPAC
CPB 0,65 ± 0,19 0,94 ± 0,06 0,16 ± 0,02
SML 0,65 ± 0,12 0,93 ± 0,06 0,38 ± 0,10
HVA
CPB 1,00 ± 0,24 1,10 ± 0,07 0,27 ± 0,03
SML 0,84 ± 0,09 1,09 ± 0,11 0,42 ± 0,04 *
5-HT
CPB 3,86 ± 0,84 1,00 ± 0,06 4,01 ± 1,30
SML 3,48 ± 0,48 1,31 ± 0,10 * 3,77 ± 0,65
5-HIAA
CPB 1,30 ± 0,28 0,53 ± 0,07 1,58 ± 0,46
SML 1,27 ± 0,20 0,55 ± 0,05 1,83 ± 0,27 *
DOPAC/DA
CPB 0,45 ± 0,06 0,11 ± 0,01 0,30 ± 0,08
SML 0,53 ± 0,09 0,12 ± 0,00 0,34 ± 0,05
HVA/DA
CPB 0,86 ± 0,16 0,12 ± 0,00 0,55 ± 0,16
SML 0,82 ± 0,18 0,13 ± 0,01 0,43 ± 0,05
5-HIAA/5-HT
CPB 0,37 ± 0,05 0,57 ± 0,12 0,51 ± 0,09
SML 0,40 ± 0,08 0,42 ± 0,02 0,51 ± 0,02
* Difere do grupo CPB 
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Fêmeas:  
Atividade Locomotora (Tabela 3): Não houve diferença na atividade locomotora 
em resposta à novidade (t(19)= 0,46, p>0,05) ou na quarta exposição às caixas 
de atividade entre os animais SML e CPB (t(19)= 0,13, p>0,05). 
 
Concentrações de CORT (Tabela 3): Nenhuma diferença estatística foi 
observada nas concentrações de CORT (t(19)= 0,55, p>0,05). 
 
Tabela 3: Atividade locomotora (contagem/15 min) em resposta à novidade e 
no último dia de exposição às caixas de atividade e concentrações de CORT 
(média ± erro padrão) das fêmeas CPB e SML. 
  CPB SML p 
Atividade Locomotora à novidade 1427,5 ± 158,3 1335,7 ± 118,7 n.s 
Atividade Locomotora na 4ª exposição 1063,5 ± 124,5 1041,6 ± 115,8 n.s 
Concentrações de CORT (ng/ml) 279,6 ± 44,6 246,0 ± 41,4 n.s 
n.s.: não significativo 
 
Concentrações de monoaminas (Tabela 4): Os resultados das concentrações 
de NA, DA e seus metabólitos (DOPAC e HVA), 5-HT e seu metabólito (5-
HIAA) e as razões metabólito/neurotransmissor (DOPAC/DA, HVA/DA e 5-
HIAA/5-HT) foram analisadas por meio do teste t de Student para cada região 
cerebral. 
Córtex frontal (Tabela 4): Os animais SML apresentaram maiores 
concentrações de 5-HIAA (t(19)= 2,20, p<0,05) e HVA (t(19)= 2,24, p<0,05) do 
que os animais CPB. Nenhuma diferença estatística foi encontrada nos outros 
parâmetros avaliados. 
Estriado (Tabela 4): Não houve diferenças estatísticas entre os grupos nas 
concentrações dos neurotransmissores e metabólitos e nas razões 
metabólito/neurotransmissor. 
Hipocampo (Tabela 4): Nenhuma diferença foi encontrada nos parâmetros 
analisados. 
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Tabela 4: Concentrações de monoaminas (nanograma/mg de proteína) das 
fêmeas CPB e SML no córtex frontal, estriado e hipocampo (média ± erro 
padrão). 
Monoamina ou
metabólito Córtex Frontal Estriado Hipocampo
NA
CPB 1,28 ± 0,29 0,42 ± 0,08 0,64 ± 0,08
SML 1,98 ± 0,29 0,34 ± 0,03 0,91 ± 0,13
DA
CPB 0,76 ± 0,13 6,35 ± 0,88 0,69 ± 0,16
SML 1,27 ± 0,32 6,98 ± 1,10 0,79 ± 0,15
DOPAC
CPB 0,30 ± 0,05 0,66 ± 0,09 0,20 ± 0,03
SML 0,56 ± 0,13 0,83 ± 0,15 0,19 ± 0,03
HVA
CPB 0,42 ± 0,08 0,66 ± 0,09 0,21 ± 0,03
SML 0,77 ± 0,09 * 0,81 ± 0,14 0,24 ± 0,03
5-HT
CPB 1,68 ± 0,27 0,88 ± 0,17 1,20 ± 0,19
SML 2,49 ± 0,46 0,78 ± 0,15 1,28 ± 0,17
5-HIAA
CPB 0,60 ± 0,10 0,40 ± 0,05 0,61 ± 0,08
SML 1,13 ± 0,23 * 0,44 ± 0,09 0,82 ± 0,10
DOPAC/DA
CPB 0,57 ± 0,22 0,11 ± 0,01 0,55 ± 0,19
SML 0,51 ± 0,09 0,12 ± 0,01 0,32 ± 0,07
HVA/DA
CPB 0,70 ± 0,17 0,11 ± 0,01 0,51 ± 0,13
SML 0,79 ± 0,14 0,12 ± 0,01 0,38 ± 0,07
5-HIAA/5-HT
CPB 0,39 ± 0,05 0,11 ± 0,01 0,53 ± 0,05
SML 0,46 ± 0,05 0,12 ± 0,01 0,67 ± 0,06
 
* Difere do grupo CPB. 
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Experimento 1.2: Efeito da associação da SML com o tratamento com 
EtOH sobre a atividade locomotora, concentrações de CORT e 
monoaminas cerebrais. 
Objetivos: Verificar o efeito do tratamento crônico com etanol nas 
concentrações das monoaminas cerebrais em animais submetidos à SML. 
 
Materiais e Métodos: Um dia após a avaliação da resposta locomotora à 
novidade (primeira exposição às caixas de atividade), iniciou-se o tratamento 
da seguinte forma: um ou dois animais de cada ninhada receberam, 
diariamente, uma administração intraperitoneal (i.p.) de SAL, por 20 dias e no 
21º dia de tratamento (agudo), uma administração de EtOH, na dose de  2,2 
g/kg (volume administrado = 0,147 ml/10 g de peso de animal) e outro grupo 
com um ou dois animais de cada ninhada receberam por 21 dias, 
administrações diárias de 2,2 g/kg de EtOH (crônico). Nos dias 1, 7, 14 e 21 de 
tratamento, imediatamente após a administração de salina ou EtOH, os animais 
foram colocados nas caixas de atividade locomotora e a ambulação avaliada 
por 15 min. No último dia de tratamento (dia 21), cinco minutos após o término 
do teste, os animais foram eutanasiados, os encéfalos foram removidos para a 
determinação de monoaminas e o sangue coletado para a dosagem de CORT.  
Análise estatística: Os dados de resposta locomotora à novidade foram 
analisados por teste t de Student (comparação entre os grupos CPB e SML). 
Para os dias de tratamento 1-14 foi realizada uma ANOVA de medidas 
repetidas, cujos fatores foram: grupo (CPB e SML), tratamento (SAL ou EtOH) 
e dia de tratamento (1, 7 e 14, medida repetida). Para verificar o efeito da 
associação entre a SML e a administração de EtOH sobre a atividade 
locomotora do dia 21 e sobre as concentrações de CORT e de monoaminas, a 
análise estatística empregada foi ANOVA de 2 vias, cujos fatores foram: grupo 
e tratamento (agudo e crônico). A análise a posteriori foi realizada pelo teste de 
Newman-Keuls e o nível de significância estabelecido em p≤0,05. 
 
Resultados: 
Machos:  
Atividade Locomotora (Figura 1): O teste t de Student não mostrou diferença na 
resposta locomotora à novidade entre os animais SML (1171,6 ± 91,3) e CPB 
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(1246,7 ± 64,7) (t(38)= 0,68, p>0,05). A ANOVA para medidas repetidas (testes 
1, 7 e 14) mostrou um efeito principal do tratamento [F(1,36)=13,09, p<0,01], do 
dia [F(2,72)=26,78, p<0,01] e uma interação entre estes fatores [F(2,72)=24,64, 
p<0,01]. A análise a posteriori mostrou que a administração crônica de EtOH 
aumentou a atividade locomotora ao longo dos dias (p<0,01), sendo que a 
atividade locomotora dos animais tratados cronicamente com EtOH foi maior do 
que a dos animais tratados com SAL no dia 14 (p<0,01). No dia 21, a ANOVA 
de 2 vias mostrou um efeito principal do Tratamento [F(1,36)=32,90, p<0,01]. O 
teste de Newman-Keuls revelou que em ambos os grupos, os animais tratados 
cronicamente com EtOH apresentaram maior atividade locomotora do que os 
animais que receberam EtOH agudamente (p<0,01). 
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Figura 1: Atividade locomotora (média ± erro padrão) nos testes 1, 7 e 14 durante o  
tratamento com salina (SAL) e etanol (EtOH) em machos controle (CPB) ou 
submetidos à separação materna longa (SML) (gráfico superior). Atividade locomotora 
no dia 21 (média ± e.p.), em que os animais tratados com SAL receberam uma 
administração de EtOH (agudo) e os animais tratados cronicamente com EtOH 
receberam novamente EtOH (crônico) (gráfico inferior) (N=9-11 animais/grupo).  
@ difere do teste 1; ¥ difere do grupo tratado com SAL # - diferente da resposta 
aguda. 
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Concentrações de CORT (Figura 2): A ANOVA detectou uma interação entre 
Grupo e Tratamento [F(1,36)=7,49, p<0,01]. A análise da interação mostrou 
que a resposta de CORT ao tratamento crônico com EtOH foi maior nos 
animais SML do que nos animais CPB (p<0,05).  
Figura 2: Concentrações de corticosterona (média ± erro padrão) vinte minutos após a 
administração aguda de etanol (EtOH) em machos controle (CPB) ou submetidos à 
separação materna longa (SML). No tratamento agudo, os animais foram tratados por 
20 dias com salina (SAL) e receberam uma administração de EtOH no dia 21; no 
tratamento crônico, os animais foram tratados por 21 dias com EtOH (N=9-11 
animais/grupo). * - diferente do respectivo grupo controle (CPB). 
 
Concentrações de monoaminas e de seus metabólitos (Tabela 5): Os 
resultados da determinação de NA, DA e seus metabólitos (DOPAC e HVA), 5-
HT e seu metabólito (5-HIAA) e as razões metabólito/neurotransmissor 
(DOPAC/DA, HVA/DA e 5-HIAA/5-HT) foram analisados por ANOVA de 2 vias 
para cada região cerebral.  
Córtex frontal: Nenhuma diferença foi encontrada entre os grupos.  
Estriado: A ANOVA mostrou que não houve diferenças entre os grupos nos 
parâmetros analisados.  
Hipocampo: A ANOVA detectou diferenças nas concentrações de NA, DA, 
HVA, 5-HT e 5-HIAA entre os grupos (Figura 3), que serão descritas a seguir. 
Nas outras análises, nenhuma diferença foi detectada. 
- NA: A ANOVA mostrou um efeito principal do Grupo [F(1,36)=5,10, p<0,05], 
em que as concentrações de NA foram maiores nos animais SML comparadas 
com os animais CPB (p<0,05). 
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- DA: Houve uma interação entre Grupo e Tratamento [F(1,36)=10,27, p<0,01]. 
A análise a posteriori mostrou que as concentrações de DA foram maiores nos 
camundongos machos SML tratados cronicamente com EtOH do que nos que 
receberam EtOH agudamente (p<0,01). Além disso, dentre os animais tratados 
cronicamente com EtOH, as concentrações de DA foram maiores nos animais 
SML do que nos CPB (p<0,05).  
- HVA: A ANOVA detectou um efeito principal do Grupo [F(1,53)=10,18, p<0,01] 
e do Tratamento [F(2,53)=6,46, p<0,01], além de uma interação entre estes 
dois fatores [F(2,53)=4,52, p<0,05]. A análise da interação mostrou que animais 
SML tratados cronicamente apresentaram maiores concentrações de HVA do 
que aqueles tratados agudamente (p<0,01). Além disso, a comparação dos 
grupos tratados cronicamente com  EtOH  mostrou que as concentrações de 
HVA foram maiores nos machos SML do que nos animais  CPB (p<0,01).  
- 5-HT: A ANOVA mostrou um efeito principal do Grupo [F(1,36)=4,86, p<0,05], 
sendo que as concentrações de 5-HT foram maiores para os animais do grupo 
SML do que os animais CPB (p<0,05). 
- 5-HIAA: A ANOVA revelou um efeito principal do Grupo [F(1,36)=6,30, 
p<0,05] e do Tratamento [F(1,36)=4,71, p<0,05]. As concentrações de 5-HIAA 
foram maiores nos animais SML do que nos animais CPB (p<0,05) e nos 
tratados cronicamente com EtOH comparados com os tratados agudamente 
(p<0,05). 
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Tabela 5: Concentrações de monoaminas e de seus metabólitos 
(nanograma/mg de proteína) no córtex frontal, estriado e hipocampo de 
camundongos machos CPB e SML após a administração aguda ou crônica de 
EtOH .  
Córtex Frontal Estriado Hipocampo Monoamina 
ou 
metabólito EtOH 
agudo 
EtOH 
crónico 
EtOH 
agudo 
EtOH 
crônico 
EtOH  
agudo 
EtOH 
crônico 
NA       
CPB 2,49 ± 0,40 2,51 ± 0,33 0,52 ± 0,09 0,74 ± 0,13 2,21 ± 0,42 2,64 ± 0,50 
SML 3,09 ± 0,71 3,61 ± 0,82 0,44 ± 0,06 0,58 ± 0,06 2,94 ± 0,38 5,05 ± 1,15 
DA       
CPB 1,66 ± 0,50 1,97 ± 0,45 8,05 ± 0,90 8,99 ± 1,17 1,47 ± 0,48 0,77 ± 0,09 
SML 2,05 ± 0,74 4,56 ± 2,47 8,52 ± 1,28 8,22 ± 1,10 1,02 ± 0,15 2,29 ± 0,35# 
DOPAC       
CPB 0,57 ± 0,12 1,04 ± 0,35 0,83 ± 0,09 0,95 ± 0,10 0,39 ± 0,11 0,30 ± 0,03 
SML 0,64 ± 0,15 1,16 ± 0,42 0,89 ± 0,11 0,91 ± 0,09 0,30 ± 0,06 0,51 ± 0,10 
HVA       
CPB 0,97 ± 0,15 1,26 ± 0,25 0,86 ± 0,08 1,02 ± 0,11 0,38 ± 0,07 0,38 ± 0,06 
SML 0,99 ± 0,15 2,01 ± 0,68 1,01 ± 0,11 0,93 ± 0,09 0,43 ± 0,05 1,03 ± 0,24# 
5-HT       
CPB 4,54 ± 0,75 3,94 ± 0,44 1,05 ± 0,12 1,03 ± 0,13 3,30 ± 0,49 3,62 ± 0,68 
SML 4,77 ± 0,74 5,81 ± 1,15 1,03 ± 0,11 1,04 ± 0,14 3,99 ± 0,46 9,28 ± 2,70 
5-HIAA       
CPB 1,45 ± 0,28 1,23 ± 0,14 0,42 ± 0,05 0,50 ± 0,06 1,56 ± 0,23 1,87 ± 0,33 
SML 1,12 ± 0,14 1,77 ± 0,33 0,49 ± 0,05 0,51 ± 0,05 2,07 ± 0,25 4,34 ± 1,08 
DOPAC/DA       
CPB 0,55 ± 0,12 0,94 ± 0,51 0,10 ± 0,00 0,11 ± 0,01 0,47 ± 0,18 0,72 ± 0,35 
SML 0,66 ± 0,24 0,56 ± 0,16 0,11 ± 0,01 0,12 ± 0,01 0,35 ± 0,11 0,23 ± 0,03 
HVA/DA       
CPB 1,26 ± 0,39 0,98 ± 0,31 0,11 ± 0,01 0,12 ± 0,00 0,38 ± 0,07 0,55 ± 0,08 
SML 0,91 ± 0,23 1,00 ± 0,26 0,13 ± 0,02 0,12 ± 0,01 0,47 ± 0,06 0,44 ± 0,05 
5-HIAA/5-HT       
CPB 0,33 ± 0,04 0,33 ± 0,04 0,40 ± 0,02 0,50 ± 0,06 0,48 ± 0,03 0,53 ± 0,03 
SML 0,27 ± 0,04 0,32 ± 0,05 0,52 ± 0,08 0,54 ± 0,08 0,52 ± 0,02 0,52 ± 0,03 
O destaque refere-se à diferença estatística entre os grupos SML e CPB.  
# - diferente do respectivo grupo tratado agudamente com EtOH. 
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Figura 3: Concentrações de monoaminas e de seus metabólitos (média ± e.p.) no 
hipocampo, obtidas cinco minutos após o teste de atividade locomotora de machos 
controle (CPB) ou submetidos à separação materna longa (SML) tratados aguda ou 
cronicamente com EtOH na idade adulta (N=9-11 animais/grupo). * - Diferente do 
respectivo grupo controle (CPB). 
 
Fêmeas:  
Atividade Locomotora (Figura 4): O teste t de Student mostrou que as fêmeas 
SML andaram menos na primeira exposição às caixas de atividade do que as 
fêmeas CPB (SML: 1321,9 ± 103,8 x CPB:1824,6 ± 118,8) (t(37)= 3,20, 
p<0,05). A ANOVA para medidas repetidas (testes 1, 7 e 14) mostrou um efeito 
principal do tratamento [F(1,35)=40,22, p<0,01], do dia [F(2,70)=37,30, p<0,01] 
e uma interação entre estes fatores [F(2,70)=41,13, p<0,01]. O teste de 
Newman-Keuls mostrou que o tratamento crônico com EtOH aumentou a 
atividade locomotora ao longo dos testes (p<0,05) e comparado com o 
tratamento com SAL nos dias 7 e 14 (p<0,01). Para o dia 21, a ANOVA de 2 
vias mostrou efeito principal do Tratamento [F(1,35)=23,06, p<0,01]. O teste de 
Newman-Keuls revelou que os animais tratados cronicamente com EtOH 
apresentaram maior atividade do que aqueles tratados agudamente com EtOH 
(p<0,01). 
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Figura 4: Atividade locomotora (média ± e.p.) nos testes 1, 7 e 14 durante o 
tratamento com salina (SAL) ou etanol (EtOH) em fêmeas controle (CPB) ou 
submetidas à separação materna longa (SML) (gráfico superior). Atividade locomotora 
no dia 21, em que os animais tratados com SAL receberam uma administração de 
EtOH (agudo) e os animais tratados cronicamente com EtOH receberam novamente 
EtOH (crônico) (gráfico inferior) (N=8-11 animais/grupo). @ difere do teste 1; ¥ difere 
do grupo tratado com SAL # - diferente da resposta aguda. 
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Concentrações de CORT (Figura 5): Nenhuma diferença entre os grupos e 
tratamentos foi detectada (p>0,05).  
Figura 5: Concentrações de corticosterona (média ± e.p.) em resposta à 
administração aguda ou crônica de EtOH em animais controle (CPB) ou submetidos à 
separação materna longa (SML) (N=8-11 animais/grupo). 
 
Concentrações de monoaminas e de seus metabólitos (Tabela 6): As análises 
dos resultados da dosagem de NA, DA e seus metabólitos (DOPAC e HVA), 5-
HT e seu metabólito (5-HIAA) e as razões metabólito/neurotransmissor 
(DOPAC/DA, HVA/DA e 5-HIAA/5-HT) serão descritos para cada região 
cerebral.  
Córtex frontal (Figura 6): Efeito principal do Grupo foi encontrado nas 
concentrações de DA [F(1,35)=6,72, p<0,05], HVA [F(1,35)=4,32, p<0,05], 5-HT 
[F(1,35)=35,06, p<0,01] e 5-HIAA [F(1,35)=9,04, p<0,01]. Para todas estas 
monoaminas, as concentrações foram maiores nas fêmeas SML do que nas 
CPB (p<0,05) (Figura 6). Nos outros parâmetros, nenhuma diferença foi 
encontrada (Tabela 6).  
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Figura 6: Concentrações de monoaminas e de seus metabólitos (média ± e.p.) no 
córtex frontal vinte minutos após a administração aguda ou crônica de EtOH em 
fêmeas controle (CPB) ou submetidas à separação materna longa (SML) (N=8-11 
animais/grupo). * - diferente do grupo CPB. 
 
Estriado (Tabela 6): Nenhuma diferença entre os grupos e tratamentos foi 
encontrada em todos os parâmetros analisados.  
Hipocampo (Tabela 6): Nenhuma diferença entre os grupos e tratamentos foi 
encontrada.  
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Tabela 6: Concentrações de monoaminas e de seus metabólitos 
(nanograma/mg de proteína) no córtex frontal, estriado e hipocampo de 
camundongos fêmeas CPB e SML após a administração aguda ou crônica de 
EtOH.  
Córtex Frontal Estriado Hipocampo Monoamina 
ou 
metabólito EtOH 
agudo 
EtOH 
crónico 
EtOH 
agudo 
EtOH 
crônico 
EtOH 
agudo 
EtOH 
crônico 
NA       
CPB 1,64 ± 0,23 2,10 ± 0,34 0,27 ± 0,03 0,30 ± 0,03 0,80 ± 0,22 0,97 ± 0,18 
SML 1,93 ± 0,41 2,45 ± 0,24 0,32 ± 0,06 0,43 ± 0,05 0,79 ± 0,09 0,84 ± 0,11 
DA       
CPB 0,49 ± 0,11 0,59 ± 0,13 7,70 ± 1,63 6,43 ± 1,06 0,53 ± 0,16 0,66 ± 0,24 
SML 0,79 ± 0,13 1,53 ± 0,37 6,95 ± 1,24 8,63 ± 1,36 0,95 ± 0,34 0,78 ± 0,17 
DOPAC       
CPB 0,24 ± 0,03 0,64 ± 0,26 0,81 ± 0,15 0,80 ± 0,12 0,20 ± 0,13 0,17 ± 0,04 
SML 0,45 ± 0,07 0,57 ± 0,09 0,78 ± 0,13 1,06 ± 0,15 0,24 ± 0,05 0,21 ± 0,04 
HVA       
CPB 0,45 ± 0,05 0,61 ± 0,12 0,77 ± 0,12 0,77 ± 0,12 0,26 ± 0,15 0,27 ± 0,08 
SML 1,00 ± 0,34 0,89 ± 0,12 0,73 ± 0,11 1,00 ± 0,14 0,23 ± 0,04 0,25 ± 0,04 
5-HT       
CPB 2,47± 0,41 2,19 ± 0,51 0,73 ± 0,07 0,66 ± 0,13 1,10 ± 0,23 1,65 ± 0,50 
SML 3,74 ± 0,86 4,74 ± 0,67 0,77 ± 0,10 0,77 ± 0,15 1,49 ± 0,23 1,21 ± 0,17 
5-HIAA       
CPB 0,82 ± 0,18 0,84 ± 0,12 0,39 ± 0,05 0,35 ± 0,05 0,63 ± 0,15 0,85 ± 0,23 
SML 1,40 ± 0,25 1,51 ± 0,22 0,41 ± 0,07 0,44 ± 0,08 0,92 ± 0,15 0,87 ± 0,13 
DOPAC/DA       
CPB 0,62 ± 0,12 1,03 ± 0,31 0,11 ± 0,01 0,13 ± 0,01 0,33 ± 0,09 0,40 ± 0,07 
SML 0,63 ± 0,08 0,48 ± 0,06 0,12 ± 0,01 0,13 ± 0,02 0,44 ± 0,10 0,34 ± 0,06 
HVA/DA       
CPB 1,16 ± 0,18 1,12 ± 0,11 0,11 ± 0,01 0,12 ± 0,01 0,41 ± 0,09 0,55 ± 0,13 
SML 1,26 ± 0,39 0,81 ± 0,13 0,11 ± 0,01 0,12 ± 0,01 0,38 ± 0,08 0,48 ± 0,14 
5-HIAA/5-HT       
CPB 0,33 ± 0,03 0,55 ± 0,13 0,53 ± 0,04 0,60 ± 0,05 0,66 ± 0,15 0,55 ± 0,05 
SML 0,46 ± 0,07 0,42 ± 0,11 0,51 ± 0,02 0,67 ± 0,12 0,66 ± 0,09 0,73 ± 0,07 
O destaque refere à diferença estatística entre os grupos CPB e SML. 
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Discussão: 
Os principais resultados comparando alterações associadas a SML 
estão demonstrados na tabela abaixo. 
Basal   Monoaminas 
 Locomoção CORT CF Estriado Hipocampo 
Machos 
- - - 
5-HT: 
SML > 
CPB 
DOPAC e 
HVA: 
SML > CPB 
Fêmeas 
- - 
5-HIAA e HVA: 
SML > CPB 
- - 
Tratamento 
com EtOH 
   
Monoaminas 
 Locomoção CORT CF Estriado Hipocampo 
Machos 
- 
EtOH agudo: 
SML = CPB 
EtOH 
crônico: SML 
> CPB 
- - 
NA, DA, 
HVA, 5-HT 
e 5-HIAA: 
SML> CPB 
Fêmeas 
- - 
DA, HVA, 5-HT 
e 5-HIAA: 
SML> CPB 
- - 
  
Em resposta à primeira exposição às caixas de atividade locomotora, 
somente no experimento 1.2, as fêmeas SML andaram menos do que as CPB. 
No experimento 1.1, assim como será visto em todos os outros experimentos, o 
estresse neonatal não modificou a resposta locomotora à novidade, o que está 
em consonância com estudos anteriores mostrando ausência de diferenças 
nesse parâmetro entre os animais SML e controles em testes de 10-30 minutos 
(Aisa et al., 2008; Matthews et al., 1996; Shalev e Kafkafi, 2002). Além disso, a 
SML não modificou as concentrações basais de CORT, replicando trabalhos da 
literatura (Arborelius e Eklund, 2007; Kawakami et al., 2007; Marin e Planeta, 
2004; Parfitt et al., 2004; Plotsky e Meaney, 1993; Plotsky et al., 2005; Roman 
et al., 2006; Tiba et al., 2004; 2008; Wigger e Neumann, 1999), mas aumentou 
as concentrações de monoaminas e/ou de seus metabólitos em diferentes 
estruturas do SNC.  
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Essas alterações foram diferentes entre machos e fêmeas, uma vez que 
as concentrações de 5-HT no estriado e dos metabólitos da DA (DOPAC e 
HVA) no hipocampo estavam aumentadas em machos SML, enquanto que as 
concentrações de metabólitos da 5-HT (5-HIAA) e DA (HVA) estavam 
aumentadas no córtex frontal de fêmeas SML. Os trabalhos da literatura 
mostram que os resultados variam conforme o neurotransmissor, região 
estudada e modelo animal estudado. O aumento de 5-HT no estriado diferiu de 
um estudo que mostrou não haver diferença entre os animais SML e CPB 
(Matthews et al., 2001). As concentrações semelhantes de NA e 5-HT 
hipocampais entre os animais SML e CPB estão de acordo com um trabalho 
anterior (Daniels et al., 2004). Com relação aos outros neurotransmissores e 
regiões, a ausência de diferença entre os animais SML e CPB discorda de um 
trabalho prévio que mostra que os animais SML apresentam aumento nas 
concentrações de DA no estriado dorsal, redução nas concentrações de 5-HT 
no hipocampo dorsal e no córtex pré-frontal medial em ratos machos (Matthews 
et al., 2001). Porém, vale lembrar que o uso de diferentes espécies pode gerar 
resultados distintos. Em relação às fêmeas, os animais SML apresentaram 
maiores concentrações de HVA e 5-HIAA, respectivos metabólitos da DA e 5-
HT, no córtex frontal, sem apresentar alteração nas concentrações de DA e 5-
HT, em consonância com o trabalho de Matthews e colaboradores (2001). 
Portanto, parece não haver um consenso quanto aos efeitos da SML no 
conteúdo de monoaminas e de seus metabólitos em roedores. 
O aumento de 5-HT no estriado de camundongos não foi associado a 
alterações na atividade locomotora ou nas concentrações de CORT. Foi 
demonstrado que o estriado possui uma grande quantidade de receptores de 5-
HT (Navailles e De Deurwaerdere, 2011) e a infusão de 5-HT nessa estrutura 
aumenta a liberação de DA estriatal (para revisão ver Navailles e De 
Deurwaerdere, 2011). No entanto, no presente estudo, o aumento das 
concentrações de 5-HT não resultou em aumento das concentrações estriatais 
de DA. Além disso, observou-se um aumento dos metabólitos de DA no 
hipocampo de machos e dos metabólitos da 5-HT e DA no córtex frontal de 
fêmeas, sem alterações nas concentrações dos respectivos 
neurotransmissores ou nas razões entre os metabólitos e os 
neurotransmissores, parâmetro este que indica a taxa de utilização do 
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neurotransmissor. Com o aumento isolado dos metabólitos é difícil determinar 
que tipo de alteração está ocorrendo nos sistemas DA e 5-HT. Podemos 
concluir, no entanto, que parece não ocorrer aumento no metabolismo do 
neurotransmissor nem aumento na quantidade de neurotransmissor.  
O tratamento crônico com EtOH promoveu o desenvolvimento da 
sensibilização comportamental, uma vez que os animais tratados cronicamente 
com EtOH apresentaram maior atividade locomotora do que aqueles que 
receberam EtOH agudamente. Estes resultados replicam estudos anteriores do 
nosso laboratório, que utilizaram o mesmo protocolo de sensibilização 
comportamental (Quadros et al., 2003; Takahashi et al., 2007). Porém não 
observamos diferenças entre os grupos SML e CPB na resposta locomotora às 
administrações aguda ou crônica de EtOH, como será comentado na discussão 
geral. A associação da SML com a administração crônica de EtOH somente 
produziu efeitos dependentes do sexo nas concentrações de CORT e de 
monoaminas e seus metabólitos. 
Nos camundongos machos, observamos aumento das concentrações de 
CORT nos machos SML tratados cronicamente com EtOH. Vários estudos 
mostram que a SML altera a responsividade do eixo HPA a estressores e 
desafios com drogas de abuso (Kalinichev et al., 2002b; Ladd et al., 2000) e 
que a administração aguda de EtOH aumenta as concentrações de CORT 
(Kawakami et al., 2007; Lee e Rivier, 1997). Assim como em um estudo prévio 
(Kawakami et al., 2007), não houve diferença nas respostas de CORT entre o 
tratamento agudo e crônico ao EtOH tanto nos animais CPB como nos animais 
SML, o que difere dos estudos que mostram que a administração crônica de 
EtOH causa tolerância da resposta (Lee e Rivier, 1997; Rivier e Lee, 2001). No 
entanto, somente após o tratamento crônico com EtOH, os machos SML 
apresentaram maiores concentrações de CORT do que os animais CPB 
tratados da mesma forma, sugerindo um aumento da sensibilidade do eixo 
HPA ao EtOH nestes animais. Apesar dos estudos que mostram que a CORT 
pode aumentar a liberação de DA no N.Acc (Piazza e Le Moal, 1998) e alterar 
o desenvolvimento da sensibilização comportamental (Johnson et al., 1995; 
Phillips et al., 1997), neste estudo, não observamos essa relação nos machos, 
visto que apesar da SML modificar as concentrações de CORT, não modificou 
o desenvolvimento da sensibilização comportamental. Em fêmeas, por outro 
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lado, a SML não produziu nenhuma modificação na liberação de CORT tanto 
em resposta à administração aguda quanto crônica de EtOH, em concordância 
com nosso estudo anterior (Kawakami et al., 2007).  
Daniels e colaboradores (2004) mostraram que a SML não modifica as 
concentrações basais de NA e 5-HT, mas altera as concentrações desses 
neurotransmissores após o estresse em algumas regiões específicas. Da 
mesma forma, no presente estudo, observamos poucas alterações nas 
monoaminas e seus metabólitos na condição basal e importantes alterações 
em resposta ao EtOH. Assim como a resposta de CORT, os efeitos da SML 
associada ao EtOH nas concentrações de monoaminas foram dependentes do 
sexo e da região estudada. Nos machos tratados com EtOH, a SML modificou 
as concentrações de monoaminas e metabólitos somente no hipocampo, 
enquanto que nas fêmeas, as alterações ocorreram no córtex frontal. 
Nas fêmeas tratadas com EtOH, a SML aumentou as concentrações de 
DA e 5-HT e os respectivos metabólitos (HVA e 5-HIAA) no córtex frontal, mas 
não modificou as razões HVA/DA, DOPAC/DA, nem 5-HIAA/5-HT, o que 
sugere que há um aumento na neurotransmissão, mas não na metabolização. 
Vários trabalhos têm mostrado que estressores aumentam as concentrações 
de DA e 5-HT no córtex pré-frontal (Chaouloff, 2000; Harvey et al., 2006) e 
esses efeitos têm sido associados a alterações na atividade desta região, que 
está envolvida com funções mnemônicas, atenção, planejamento e inibição 
comportamental (Dalley et al., 2004), assim como medo e ansiedade 
(Chaouloff, 2000). Além disso, o córtex pré-frontal também tem sido associado 
à dependência e ao fenômeno de sensibilização comportamental (Pierce e 
Kalivas, 1997). Várias teorias têm mostrado que a disfunção dessa região 
contribui para o processo de dependência, devido à perda do controle inibitório 
(Jentsch e Taylor, 1999; Volkow et al., 2003). O sistema serotoninérgico 
também poderia contribuir, uma vez que está envolvido com o comportamento 
compulsivo (para revisão, Winstanley et al., 2006). Visto que as alterações 
ocorreram somente após a administração crônica de EtOH, isto poderia estar 
relacionado com o desenvolvimento da sensibilização comportamental mais 
rápido observado nas fêmeas SML no trabalho anterior (Kawakami et al., 
2007). Apesar das fêmeas SML terem desenvolvido a sensibilização 
comportamental mais rapidamente naquele estudo, elas não apresentaram 
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potencialização do desenvolvimento da sensibilização, sendo que os níveis de 
atividade no último dia de tratamento foram semelhantes entre as fêmeas SML 
e CPB (Kawakami et al., 2007).  
Nos machos, independentemente do tempo de tratamento com EtOH 
(agudo ou crônico),  a SML aumentou as concentrações de NA, 5-HT e 5-HIAA 
no hipocampo. Estas alterações podem estar envolvidas com outros 
comportamentos, como, por exemplo, os do tipo ansioso e depressivo. Estudos 
mostram que a separação materna longa aumenta o comportamento tipo 
depressivo (Aisa et al., 2008; Lee et al., 2007) e ansioso (Kalinichev et al., 
2002b; Lee et al., 2007; Romeo et al., 2003; Wigger e Neumann, 1999), sendo 
que o comportamento do tipo depressivo ocorreria em consequência de 
redução nas concentrações destes neurotransmissores, como observado em 
ratos Wistar-Kyoto ou em ratos tratados cronicamente com clomipramina 
(considerados como modelos animais de depressão) que apresentam menores 
concentrações de NA e 5-HT no hipocampo (Vijayakumar e Meti, 1999). No 
entanto, outro trabalho mostra que ratos da linhagem Flinders, um modelo 
genético de depressão, apresentam maiores concentrações de NA e DA no 
hipocampo (Zangen et al., 1999). O comportamento do tipo ansioso, por sua 
vez, parece estar relacionado com o aumento das concentrações destes 
neurotransmissores, evidenciado por estudos em que aumento das 
concentrações de 5-HT no hipocampo produzem aumento do comportamento 
tipo-ansioso no LCE (Andrade e Graeff, 2001; Andrade et al., 2004). Além 
disso, depleção de NA no hipocampo produz um efeito “ansiolítico” (Lapiz et al., 
2001). Os resultados da determinação das concentrações dos 
neurotransmissores indicam que os animais SML, após a administração de 
EtOH, apresentam características neuroquímicas que poderiam ser traduzidas 
em aumento do comportamento do tipo ansioso. Por essa razão, este 
comportamento foi testado em nosso próximo experimento.  
O tratamento crônico com EtOH aumentou as concentrações de DA e de 
seu metabólito (HVA) no hipocampo de animais SML quando comparadas com 
as do grupo controle, indicando um aumento da transmissão dopaminérgica 
nesta região. Realizando análises a posteriori da interação (desprotegidas) 
para os outros neurotransmissores, foi verificado que os animais SML tratados 
cronicamente com EtOH também apresentaram maiores concentrações de NA, 
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5-HT e seu metabólito (5-HIAA) do que os animais CPB com o mesmo 
tratamento e do que os animais SML tratados agudamente com EtOH. Estes 
resultados podem estar relacionados com o aumento das concentrações de 
CORT, uma vez que os animais SML machos tratados cronicamente com EtOH 
apresentaram aumento tanto das concentrações de CORT quanto dos 
neurotransmissores, quando comparados com os animais CPB tratados da 
mesma forma e estas monoaminas, atuando no hipotálamo, estimulam o eixo 
HPA. Os núcleos noradrenérgico (núcleo do trato solitário) e serotoninérgico 
(núcleo dorsal da rafe) inervam o núcleo paraventricular do hipotálamo (para 
revisão, Herman et al., 2003). Além disso, uma relação recíproca entre a DA e 
eixo HPA tem sido demonstrada (Casolini et al., 1993; Ikemoto e Goeders, 
1998; Piazza et al., 1996; Rots et al., 1995), em que a administração de CORT 
aumenta as concentrações de DA no N.Acc (Piazza et al., 1996), enquanto que 
a administração de agonistas dopaminérgicos aumenta as concentrações de 
CORT (Ikemoto e Goeders, 1998).  
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Experimento 2: Efeito da separação materna no comportamento tipo-
ansioso em camundongos machos e fêmeas.  
Justificativa: Os resultados do experimento 1 mostraram que a SML 
praticamente não modifica as concentrações basais de monoaminas, mas 
aumenta as concentrações de DA, NA e 5-HT após a administração de EtOH, 
sugerindo um aumento do efeito ansiogênico da SML ou diminuição do efeito 
ansiolítico do EtOH. Alguns trabalhos mostram aumento do comportamento 
tipo-ansioso em animais SML, com menos entradas (Wigger e Neumann, 1999) 
e menor tempo despendido nos braços abertos (Kalinichev et al., 2002b; Lee et 
al., 2007; Romeo et al., 2003). No entanto, este resultado é controverso, uma 
vez que em outros trabalhos não são relatadas diferenças entre os grupos na 
porcentagem de entradas (Slotten et al., 2006) e de tempo despendido nos 
braços abertos (Aisa et al., 2008; Roman et al., 2006; Slotten et al., 2006). 
Nenhum estudo anterior mostrou a influência da SML no efeito ansiolítico do 
EtOH. 
 
Objetivos: Verificar o efeito da separação materna longa no comportamento 
tipo-ansioso. 
 
Materiais e Métodos: Os animais foram submetidos à separação materna 
conforme o protocolo descrito acima (8-9 ninhadas/manipulação). 
Aproximadamente aos 90 dias de idade, iniciou-se o experimento com 
camundongos machos e fêmeas (11:00 h - 15:00 h). Nos experimentos 2.1 e 
2.2, os animais foram testados no LCE por 5 minutos. Durante este tempo, 
foram avaliados os seguintes parâmetros: número de entradas nos braços 
abertos (BA) e fechados (BF), tempo de permanência nos BA e BF. Com estes 
resultados foram calculados: a porcentagem de entrada nos braços abertos 
(BA) (número de entradas nos BA/número total de entradas) e porcentagem de 
tempo nos BA (tempo de permanência nos BA/tempo total). Quinze minutos 
após o término do teste, os animais foram eutanasiados para a coleta de 
sangue para posterior dosagem de CORT, conforme o protocolo descrito na 
seção materiais e métodos. Os experimentos foram realizados em machos e 
fêmeas em dias separados para evitar influência dos feromônios. Os resultados 
dos machos e das fêmeas foram analisados separadamente. 
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Experimento 2.1: Efeito da separação materna no comportamento tipo-
ansioso de camundongos machos e fêmeas. 
Objetivos: Verificar o efeito da separação materna longa por si só no 
comportamento tipo-ansioso e na resposta de CORT ao LCE. 
 
Materiais e Métodos: Aproximadamente aos 90 dias de idade, os animais 
foram testados no LCE por 5 minutos, conforme o protocolo descrito 
anteriormente. Uma parte dos animais foi eutanasiada sem exposição ao LCE 
e outra parte, quinze minutos depois do LCE para avaliação das concentrações 
de CORT. A análise estatística das medidas obtidas no LCE foi realizada pelo 
teste t-Student para comparação entre os grupos (CPB e SML). Para a CORT, 
a análise foi realizada por meio de ANOVA de 2 vias, cujos fatores foram grupo 
e condição (sem e com exposição ao LCE). A análise a posteriori foi realizada 
pelo teste de Newman-Keuls e o nível de significância estabelecido em p≤0,05. 
 
Resultados: 
Machos:  
LCE: nenhuma diferença entre os grupos SML e CPB foi observada quanto à % 
de entradas nos BA (t(18)= 0,36; p>0,05), % de tempo nos BA (t(18)= 0,77; 
p>0,05) e número de entradas nos BF (t(18)= 0,08; p>0,05) (Tabela 7).  
 
Tabela 7: Porcentagem de entrada nos braços abertos (BA) (número de 
entradas nos BA/número total de entradas), porcentagem de tempo nos BA 
(tempo de permanência nos BA/tempo total) e número de entradas nos braços 
fechados (BF) no teste do labirinto em cruz elevado em camundongos machos 
controle (CPB) ou submetidos à separação materna (SML). 
  CPB SM p 
% entrada BA 43,3 ± 2,8 44,5 ± 1,9 n.s 
% Tempo BA  28,9 ± 3,4 25,4 ± 2,9 n.s 
nº entrada BF 9,4 ± 0,8 9,3 ± 1,0 n.s 
n.s.: não-significativo 
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Concentrações de CORT: A ANOVA mostrou um efeito principal do Grupo 
[F(1,26)=4,80, p<0,05] e da condição [F(1,26)=8,72, p<0,01], em que os 
animais SML apresentaram menores concentrações de CORT do que os 
animais CPB (p<0,05) e a exposição ao LCE aumentou as concentrações de 
CORT em ambos os grupos (p<0,01) (Figura 7).  
 
Figura 7: Concentrações de corticosterona (CORT) (média ± e.p.) de camundongos 
machos controle (CPB) ou submetidos à separação materna (SML), na condição basal 
ou quinze minutos após o teste do labirinto em cruz elevado. * - diferente do grupo 
CPB, ¥ – diferente do basal. N=5 animais/grupo no basal e 10 animais/grupo após 
LCE. 
 
Fêmeas:  
LCE: ANOVA não mostrou diferença entre os grupos CPB e SML na % de 
entradas nos BA (t(16)= 0,12; p>0,05), % de tempo nos BA (t(16)= 0,38; 
p>0,05) e número de entradas nos BF (t(16)= 0,88; p>0,05) (Tabela 8).  
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Tabela 8: Porcentagem de entrada nos braços abertos (BA) (número de 
entradas nos BA/número total de entradas), porcentagem de tempo nos BA 
(tempo de permanência nos BA/tempo total) e número de entradas nos braços 
fechados (BF) no teste do labirinto em cruz elevado em camundongos fêmeas 
controle (CPB) ou submetidas à separação materna (SML). 
  CPB SML p 
% entrada BA 39,3 ± 4,1 38,6 ± 3,8 n.s 
% Tempo BA  25,7 ± 3,5 23,6 ± 4,1 n.s 
Nº entrada BF 11,2 ± 1,1 11,0 ± 0,8 n.s 
n.s.: não-significativo 
 
Concentrações de CORT: Houve efeito principal da condição [F(1,24)=4,69, 
p<0,05], sendo que a análise a posteriori mostrou que, em ambos os grupos, a 
exposição ao LCE aumentou as concentrações de CORT quando comparadas 
as do basal (p<0,05) (Figura 8).  
 
Figura 8: Concentrações de corticosterona (CORT) (média ± e.p.) das fêmeas 
submetidas à separação materna (SML) ou controle (CPB), na condição basal ou 
quinze minutos após o teste do labirinto em cruz elevado. ¥ – diferente do basal. N=5 
animais/grupo no basal e 9 animais/grupo após LCE. 
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Experimento 2.2: Influência da separação materna no efeito ansiolítico 
induzido por EtOH em camundongos machos e fêmeas. 
Objetivos: Verificar a influência da separação materna longa no efeito 
ansiolítico induzido pelo etanol e nas concentrações de CORT. 
 
Materiais e Métodos: A metodologia seguiu o mesmo protocolo descrito 
acima. Os animais receberam uma administração i.p. de salina diariamente por 
3 dias para diminuir o estresse provocado pela injeção. No dia do teste, 
imediatamente antes de serem colocados no LCE, os animais receberam salina 
(SAL) (CPB=9, SML=11) ou 1,0 g/kg (CPB=13, SML=15) ou 1,25 g/kg de EtOH, 
i.p. (CPB=8, SML=10). Essas doses foram escolhidas com base em um 
trabalho que mostrou efeito ansiolítico com 1,0 g/kg de EtOH (Correa et al., 
2008) e em um experimento piloto em que a dose de 1,25 g/kg desencadeou 
efeito ansiolítico semelhante ao eliciado pela dose de 1,5 g/kg, sem que alguns 
animais caíssem do aparato, como ocorreu com a dose maior. A análise 
estatística foi realizada por ANOVA de 2 vias, cujos fatores foram: Grupo e 
Tratamento (SAL, 1,0 e 1,25 g/kg de EtOH). Quando a ANOVA mostrou efeitos 
principais dos dois fatores, mas não a interação entre eles, foi realizado um 
teste a posteriori da interação (teste desprotegido). A análise a posteriori foi 
realizada pelo teste de Newman-Keuls e o nível de significância estabelecido 
em p≤0,05. 
 
Resultados: 
Machos (Figura 9):  
LCE:  
% de entrada nos BA: A ANOVA mostrou efeitos principais do grupo 
[F(1,60)=8,28, p<0,01] e do tratamento [F(2,60)=9,65, p<0,01]. A análise a 
posteriori destes efeitos principais mostrou que os animais SML apresentaram 
menor % de entradas nos BA do que os animais CPB (p<0,01) e este 
parâmetro foi maior nos animais que receberam 1,25 g/kg de EtOH do que 
naqueles que receberam 1,0 g/kg de EtOH (p<0,01), que, por sua vez, também 
foi maior do que nos animais que receberam SAL (p<0,01). O teste a posteriori 
da interação (desprotegido) mostrou que a diferença entre os animais CPB e 
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SML ocorreu somente naqueles que receberam SAL (p<0,01) e o efeito 
ansiolítico do EtOH foi observado somente nos animais SML (p’s < 0,01).  
% de tempo nos BA: a ANOVA mostrou um efeito principal do tratamento 
[F(2,60)=23,62, p<0,01] em um padrão semelhante ao observado na % de 
entradas nos BA (p’s < 0,01). O teste a posteriori da interação mostrou que 
para os animais SML, ambas as doses de EtOH aumentaram a % de tempo 
despendido nos BA (p’s < 0,05), enquanto que para os animais CPB somente a 
maior dose aumentou este parâmetro (p< 0,05) (Figura 9).  
Número de entradas nos BF: A ANOVA mostrou que não houve efeito do grupo 
[F(1,60)=0,03, p>0,05], do tratamento [F(2,60)=2,24, p>0,05], nem interação 
entre estes fatores [F(2,60)=0,36, p>0,05] (Tabela 9). 
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Figura 9: Porcentagem de entradas nos braços aberto (BA) (número de entradas nos 
BA/número total de entradas) e porcentagem de tempo nos BA (tempo de 
permanência nos BA/tempo total) no teste do labirinto em cruz elevado, após a 
administração de salina (SAL) ou de 1,0 ou de 1,25 g/kg de etanol (EtOH) em 
camundongos machos submetidos à separação materna (SML) ou controle (CPB). * - 
diferente do grupo CPB; # - diferente dos animais que receberam SAL. 
 
Tabela 9: Número de entradas nos braços fechados (BF) no teste do labirinto 
em cruz elevado após a administração de salina (SAL) ou de 1,0 ou de 1,25 
g/kg de etanol (EtOH) de camundongos machos controle (CPB) ou submetidos 
à separação materna (SML). 
 SAL EtOH 1,0 EtOH 1,25 
CPB 8,1 ± 1,7 11,5 ± 1,0 8,8 ± 1,4 
SML 7,3 ± 0,8 10,3 ± 1,4 10,1 ± 2,6 
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CORT (Figura 10): A ANOVA mostrou efeitos principais do Grupo 
[F(1,60)=4,66, p<0,05] e do Tratamento [F(2,60)=8,02, p<0,01]. Os testes a 
posteriori dos efeitos principais mostraram que os machos SML apresentaram 
maiores concentrações de CORT do que os CPB (p<0,05) e que a dose de 
1,25 g/kg induziu maior liberação de CORT do que SAL (p<0,01) ou EtOH 1,0 
g/kg (p<0,01). O teste de Newman-Keuls da interação (desprotegido) mostrou 
que somente nos animais CPB a administração de EtOH na dose de 1,25 g/kg 
aumentou as concentrações de CORT (p<0,01).  
 
Figura 10: Concentrações de corticosterona (CORT) (média ± e.p.) dos camundongos 
machos submetidos à separação materna (SML) ou controle (CPB) quinze minutos 
após o teste do labirinto em cruz elevado em que os animais receberam 
imediatamente antes uma administração de salina (SAL) ou 1,0 ou 1,25 g/kg de etanol 
(EtOH). * - diferente do grupo CPB, # - diferente dos animais que receberam SAL. 
 
Fêmeas:  
LCE:  
% de entrada nos BA: A ANOVA mostrou um efeito principal do tratamento 
[F(2,57)=6,65, p<0,01] e uma tendência a interação entre grupo e tratamento 
[F(2,57)=3,01, p=0,06] e a análise a posteriori do tratamento mostrou que os 
animais que receberam 1,0 e 1,25 g/kg de EtOH apresentaram maior % 
entrada nos BA do que os animais que receberam SAL (p<0,01). A análise da 
interação mostrou que somente as fêmeas SML que receberam a dose de 1,25 
g/kg de EtOH entraram mais nos BA do que aquelas que receberam SAL 
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(p<0,01). Além disso, dentre os animais que receberam 1,25 g/kg de EtOH, os 
animais SML apresentaram maior % entrada nos BA do que os animais CPB 
(p<0,05) (Figura 11).  
% de tempo nos BA: A ANOVA detectou um efeito principal do tratamento 
[F(2,57)=19,49, p<0,01], com um aumento dependente de dose de EtOH (p’s < 
0,01) (Figura 11).  
Número de entradas nos BF: a ANOVA detectou um efeito principal do 
tratamento [F(2,57)=6,41, p<0,01] e o teste a posteriori mostrou que a 
administração de EtOH nas doses de 1,0 e 1,25 g/kg aumentou o número de 
entradas nos BF em comparação à SAL (p<0,01) (Tabela 10). 
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Figura 11: Porcentagem de entradas nos braços aberto (BA) (número de entradas nos 
BA/número total de entradas) e porcentagem de tempo nos BA (tempo de 
permanência nos BA/tempo total) no teste do labirinto em cruz elevado após a 
administração de salina (SAL) ou 1,0 ou 1,25 g/kg de etanol (EtOH) em camundongos 
fêmeas submetidos à separação materna do 2° ao 14° dia de vida (SML) ou controle 
(CPB). * - diferente do respectivo grupo CPB; # - diferente dos animais que receberam 
SAL; ¥ - diferente dos animais que receberam 1,0 g/kg de EtOH. 
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Tabela 10: Número de entradas nos braços fechados (BF) no teste do labirinto 
em cruz elevado após a administração de salina (SAL) ou de 1,0 ou de 1,25 
g/kg de etanol (EtOH) de camundongos fêmeas submetidos à separação 
materna (SML) ou controle (CPB). 
 SAL EtOH 1,0 # EtOH 1,25 # 
CPB 8,1 ± 1,2 12,5 ± 2,5 13,8 ± 1,8 
SML 7,5 ± 1,0 14,2 ± 1,3 11,1 ± 1,3 
# – diferente dos animais que receberam SAL. 
 
CORT (Figura 12): A ANOVA mostrou um efeito principal do Tratamento 
[F(2,57)=8,24, p<0,01], em que os animais que receberam EtOH 1,0 ou 1,25 
g/kg apresentaram maiores concentrações de CORT do que os que receberam 
SAL (p<0,01).  
 
Figura 12: Concentrações de corticosterona (CORT) (média ± e.p.) das fêmeas 
submetidas à separação materna (SML) ou controle (CPB) quinze minutos após o 
teste do labirinto em cruz elevado em que os animais receberam imediatamente antes 
uma administração de salina (SAL) ou 1,0 ou 1,25 g/kg de etanol (EtOH). # – diferente 
dos animais que receberam SAL. 
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Discussão: 
 A SML per se não modificou o comportamento tipo-ansioso dos 
camundongos machos e fêmeas. Não há um consenso na literatura sobre este 
comportamento. Alguns trabalhos mostram que a SML aumenta o 
comportamento tipo-ansioso dos animais, observando uma menor 
porcentagem de entradas nos braços abertos em ratos machos e fêmeas 
(Wigger e Neumann, 1999) e menor porcentagem de tempo nos braços abertos 
em ratos (Huot et al., 2001; Kalinichev et al., 2002b) e em camundongos 
machos (Romeo et al., 2003). No entanto, outros trabalhos mostram que não 
há diferença entre os grupos na porcentagem de entradas (Slotten et al., 2006) 
e de tempo despendido nos braços abertos em ratos machos e fêmeas (Aisa et 
al., 2008; Roman et al., 2006; Slotten et al., 2006). 
 Assim como em trabalhos anteriores que mostram que a exposição a 
este teste aumenta as concentrações de ACTH e CORT (Rodgers et al., 1999; 
Wigger e Neumann, 1999), observamos aumento das concentrações de CORT. 
Assim como no trabalho de Wigger e Newmann (1999), este aumento de 
CORT induzido pelo LCE não foi diferente entre os animais SML e CPB. No 
entanto, no presente estudo, as concentrações de CORT foram menores nos 
animais SML do que nos animais controle, independentemente da exposição 
ao LCE, diferindo do esperado e do observado no Experimento 1. Alguns 
trabalhos mostram que a SML não modifica a atividade basal do eixo HPA 
(Ladd et al., 2000; Parfitt et al., 2004; Plotsky e Meaney, 1993; Slotten et al., 
2006; Tiba et al., 2004), mas aumenta sua reatividade ao estresse (Kalinichev 
et al., 2002b; Plotsky et al., 2005). Este nosso resultado pode ter ocorrido 
porque os animais não foram manipulados antes da exposição ao LCE ou 
antes da eutanásia, o que diferiu dos outros experimentos (experimento 1 e 
2.2) que não obtiveram o mesmo resultado. Isso pode indicar que os animais 
SML são menos reativos a uma manipulação, por estarem mais habituados ao 
manuseio, já que foram manipulados no início da vida, o que não acontece com 
os animais CPB, sugerindo o desenvolvimento de resiliência ao estresse nos 
animais SML, concordando com alguns estudos (Lyons e Parker, 2007; Rutter, 
1993). Essa hipótese é corroborada pelo fato de que em animais que foram 
manipulados por 3 dias antes da eutanásia para habituação à injeção 
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(experimento 2.2), os resultados de CORT no LCE foram opostos (SML>CPB), 
como será discutido mais adiante. 
Diferentemente do resultado observado nos animais sem tratamento, 
após a administração de SAL ou EtOH, os machos SML apresentaram menor 
porcentagem de entrada nos braços abertos do que os animais CPB. Este 
resultado está de acordo com estudos que mostram efeito ansiogênico da SML 
nos machos (Huot et al., 2001; Kalinichev et al., 2002b; Lee et al., 2007; 
Romeo et al., 2003; Wigger e Neumann, 1999) e que no presente estudo, 
parece ter sido mais evidente nos animais que receberam SAL, como 
demonstrado na análise a posteriori da interação. Nas fêmeas, este efeito não 
ocorreu, o que replica um trabalho que mostra que a SML não modifica o 
comportamento tipo-ansioso em fêmeas (Romeo et al., 2003), mas difere 
daqueles que mostram que as fêmeas SML também apresentam um fenótipo 
do tipo-ansioso quando comparadas às fêmeas controle (Kalinichev et al., 
2002b; Wigger e Neumann, 1999).  
O nosso estudo mostrou que o efeito ansiogênico da SML em machos 
foi mais evidente após um estressor pontual (injeção i.p.), embora se tenha 
mostrado que um estressor aplicado cronicamente pode revelar diferenças 
entre animais SML e controle quanto ao fenótipo ansioso. Um estudo mostrou 
que em animais não submetidos a estresse crônico, não há diferença entre os 
grupos SML e controle, diferentemente daqueles submetidos a um estresse 
crônico, em que ratos SML despendem menos tempo nos braços abertos 
(Eiland e Mcewen, 2012). O aumento do comportamento tipo-ansioso nos 
animais SML pode estar relacionado com as concentrações de CORT. Assim 
como em trabalhos anteriores (Kalinichev et al., 2002b; Plotsky et al., 2005), a 
SML aumentou as concentrações de CORT nos camundongos machos, 
independentemente do tratamento (SAL ou EtOH). Uma análise dos nossos 
resultados mostrou uma relação positiva entre o tempo de permanência nos 
braços abertos do LCE e as concentrações de CORT, isto é, quanto maior o 
tempo nos braços abertos (menor ansiedade), maiores as concentrações de 
CORT (r=0,38, p<0,05 resultados não apresentados). Porém, um estudo 
anterior mostra que as concentrações de CORT 2 h após o estresse estão 
correlacionadas negativamente com o tempo de permanência nos braços 
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abertos, ou seja, quanto maior a resposta de CORT ao estresse, mais intenso o  
comportamento tipo-ansioso os animais apresentam (Vallee et al., 1997). 
Como seria de se esperar, o EtOH produziu um efeito ansiolítico (Correa 
et al., 2008; Da Silva et al., 2005), refletido pelo aumento da porcentagem de 
entradas e de tempo despendido nos braços abertos, sendo que este efeito foi 
mais evidente nos animais SML. Este efeito não foi decorrente de aumento da 
atividade locomotora, uma vez que não houve diferença no número de 
entradas nos braços fechados entre os animais SML e CPB. Os resultados 
mostrando o efeito ansiogênico da SML após a administração de SAL e o efeito 
ansiolítico do EtOH somente nos machos SML poderiam explicar o maior 
consumo de EtOH apresentado pelos animais SML (Cruz et al., 2008; Huot et 
al., 2001; Ploj et al., 2003a), uma vez que trabalhos mostram uma forte relação 
entre ansiedade e consumo de EtOH (Becker et al., 2001; Carrigan e Randall, 
2003; Markou et al., 1998; Morris et al., 2005). Alguns autores relatam que 
indivíduos que apresentam uma doença afetiva, como depressão e ansiedade, 
podem usar o EtOH como auto-medicação, para aliviar os sintomas associados 
com a doença (Becker et al., 2001; Carrigan e Randall, 2003; Markou et al., 
1998). Além disso, relata-se altas taxas de comorbidade entre transtorno de 
ansiedade social e abuso de álcool (Morris et al., 2005). 
Apesar das duas doses de EtOH terem apresentado efeito ansiolítico, 
somente a dose de 1,25 g/kg de EtOH aumentou as concentrações de CORT, 
concordando com os trabalhos que mostram que o EtOH é capaz de ativar o 
eixo HPA (Lee e Rivier, 1997; Lee et al., 2001; Ogilvie e Rivier, 1997; Rivier, 
1996). O aumento da CORT foi mais evidente nos animais CPB, visto que no 
teste a posteriori desprotegido, os animais SML não apresentaram aumento de 
CORT induzido pelo EtOH acima do que foi obtido com administração de 
salina; este achado pode ser explicado pelo aumento das concentrações de 
CORT apresentados pelos animais SML mesmo após a administração de SAL.  
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Experimento 3: Efeito do antagonista opioidérgico na expressão da 
sensibilização comportamental ao etanol em camundongos fêmeas e 
machos submetidos à separação materna. 
Justificativa: O naloxone é um antagonista opioidérgico não específico que 
bloqueia o desenvolvimento (Camarini et al., 2000), mas não a expressão da 
sensibilização comportamental ao EtOH (Abrahao et al., 2008; Camarini et al., 
2000). Outros estudos mostram que o naloxone também bloqueia o efeito 
estimulante do EtOH (Pastor et al., 2005; Sanchis-Segura et al., 2004). Estudo 
piloto (anexo 1) mostrou que o naltrexone, outro antagonista opioidérgico, em 
doses maiores daquela utilizada por Abrahão e colaboradores (2008) bloqueou 
a expressão da sensibilização comportamental em animais CPB. Em vista de 
achados que mostram que a SML modifica o sistema opioidérgico, com 
aumento dos peptídeos opióides (Gustafsson et al., 2008; Gustafsson et al., 
2005; Marmendal et al., 2004; Ploj et al., 2003b) e que induz maior resposta 
locomotora ao agonista do receptor µ (Kalinichev et al., 2002a), sugere-se um 
aumento da sensibilidade desses receptores, aos quais o naltrexone se liga. 
 
Objetivos: Verificar se o sistema opioidérgico tem participação na expressão 
da sensibilização comportamental em camundongos, machos e fêmeas, 
submetidos à separação materna longa.  
 
Materiais e Métodos: 
Sensibilização comportamental (Fig 13): 
Desenvolvimento: Aos 90 dias de vida, os animais CPB e SML foram colocados 
nas caixas de atividade por 15 min (habituação). Dois dias após a habituação, 
iniciou-se o tratamento diário i.p. com salina (SAL) ou 2,2 g/kg de EtOH por 21 
dias (n=10-13 animais/grupo). As ninhadas (n= 8-9 ninhadas/manipulação) 
foram divididas contendo os dois tratamentos. Nos dias 1, 7, 14 e 21 de 
tratamento, imediatamente depois da administração das soluções, os animais 
foram colocados nas caixas de atividade para avaliação da atividade 
locomotora por 15 min. 
Expressão: Cinco dias após o término do tratamento, iniciaram-se os desafios, 
que foram espaçados por 48h. Em todos os desafios, os animais receberam 
duas administrações i.p. espaçadas por 30 min e imediatamente após a 
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segunda administração, os animais foram colocados nas caixas de teste e a 
atividade locomotora foi avaliada por 15 min. No primeiro desafio, os animais 
receberam veículo (VEI) e SAL (desafio VEI/SAL) para verificar se a droga 
havia induzido hiperatividade condicionada ao ambiente de teste. No segundo, 
os animais receberam VEI e 2,2 g/kg de EtOH (desafio VEI/EtOH) para verificar 
a expressão da sensibilização comportamental. No terceiro, os animais 
receberam uma dose do antagonista opioidérgico (naltrexone) e 2,2 g/kg de 
EtOH (desafio antagonista 1/EtOH) para testar o bloqueio da expressão da 
sensibilização comportamental ao EtOH. No último desafio, foi administrada 
uma dose maior do antagonista e EtOH (desafio antagonista 2/EtOH). O 
veículo utilizado foi SAL. As doses do naltrexone utilizadas foram baseadas em 
um estudo piloto (anexo 1) que mostrou que em animais controle somente as 
doses de 2,0 e 4,0 mg/kg produziram efeito significativo na expressão da 
sensibilização comportamental em comparação com o desafio SAL/EtOH.  
 
Machos e fêmeas foram testados em dias diferentes, para evitar a 
influência de feromônios sobre o comportamento e os resultados foram 
analisados separadamente. 
 
Figura 13: Protocolo experimental do experimento 3. A barra preta durante o 
desenvolvimento da sensibilização comportamental representa o tratamento diário 
com salina (SAL) ou etanol (EtOH). As setas pretas representam os dias de teste nas 
caixas de atividade locomotora por 15 min (habituação e dias de tratamento 1, 7, 14 e 
21). As setas brancas representam os desafios. PND=dia pós-natal; Antag = 
antagonista. 
 
Análise Estatística: As análises estatísticas foram realizadas por teste t de 
Student para a habituação, ANOVA de 3 vias para medidas repetidas, cujos 
fatores foram: 1) para o período de desenvolvimento, Grupo (CPB e SML), 
Tratamento (SAL e EtOH) e testes (medida repetida) e 2) para a expressão, 
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Grupo, pré-tratamento (SAL e EtOH) e desafio (medida repetida, SAL/SAL, 
SAL/EtOH, 2 mg/kg de naltrexone (NTX2)/EtOH e 4 mg/kg de naltrexone 
(NTX4)/EtOH). Foram realizadas ANOVAs de 2 vias pra cada desafio, cujos 
fatores foram grupo e pré-tratamento. A análise a posteriori foi realizada pelo 
teste de Newman-Keuls e o nível de significância estabelecido em p ≤ 0,05. 
 
Resultados: 
Machos (Figura 14): 
Desenvolvimento:  
Habituação: Os animais SML e CPB não diferiram durante a primeira exposição 
às caixas de atividade locomotora (CPB= 1209,6 ± 77,11 e SML=1183,0 ± 
42,44; t(46)=0,31; p>0,05).  
Tratamento (Figura 14A): A ANOVA detectou um efeito principal do tratamento 
[F(1,44)=25,41; p<0,01], dos testes [F(3,132)=4,36; p<0,01] e interação entre 
tratamento e testes [F(3,132)=10,32; p<0,01]. A análise a posteriori revelou que 
os animais tratados com EtOH apresentaram maior atividade locomotora nos 
testes 7, 14 e 21 comparados com o 1° teste (p<0,05) e maior atividade 
locomotora do que os animais tratados com SAL nos testes 14 e 21 (p<0,05).  
Expressão (figura 14B): A ANOVA para medidas repetidas mostrou efeitos 
principais do pré-tratamento [F(1,44)=5,69; p<0,05] e desafio [F(3,132)=19,85; 
p<0,01] e a interação entre estes fatores [F(3,132)=12,40; p<0,01], mas não 
houve efeito do grupo (CPB ou SML).  A análise a posteriori revelou que, em 
comparação com o desafio SAL/SAL, os animais pré-tratados com EtOH 
apresentaram maior atividade locomotora nos desafios NTX2/EtOH e 
NTX4/EtOH (p’s<0,01), mas menor do que no desafio SAL/EtOH (p’s<0,01). 
ANOVAs de 2 vias para cada desafio mostraram que houve um efeito principal 
do pré-tratamento nos desafios SAL/EtOH [F(1,44)=15,01; p<0,01], NTX2/EtOH 
[F(1,44)=5,97; p<0,05], em que os animais pré-tratados com EtOH 
apresentaram maior atividade locomotora do que os pré-tratados com SAL 
(p’s<0,05), mostrando a expressão da sensibilização comportamental. Houve 
apenas uma tendência para o efeito pré-tratamento no desafio NTX4/EtOH 
[F(1,44)=3,81; p=0,06], mostrando que esta dose de naltrexone bloqueou a 
expressão da sensibilização comportamental.  
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Figura 14: Atividade locomotora (média ± e.p.) de camundongos machos controle 
(CPB) ou submetidos à separação materna (SML) e tratados cronicamente com salina 
(SAL) ou etanol (EtOH, 2,2 g/kg), i.p., diariamente e testados por 15 min, uma vez por 
semana, nas caixas de atividade locomotora (A). Atividade locomotora nos quatro 
desafios: SAL/SAL, SAL/EtOH, naltrexone (NTX) na dose de 2 mg/kg (NTX2)/EtOH e 
na dose de 4 mg/kg (NTX4/EtOH)  (B). @ difere do teste 1; ¥ difere do grupo tratado 
com SAL; § Animais pré-tratados com EtOH apresentaram maior atividade locomotora 
nestes desafios comparado com o desafio SAL/SAL ; £ difere da resposta locomotora 
do mesmo grupo ao desafio SAL/EtOH. N=10-13 animais/grupo. 
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Fêmeas (Figura 15): 
Desenvolvimento:  
Habituação: Os animais SML e CPB não diferiram na resposta  locomotora à 
primeira exposição às caixas de atividade (CPB= 1573,8 ± 106,8 e 
SML=1375,7 ± 77,6; t(47)=1,51; p>0,05).  
Tratamento (Figura 15A): A ANOVA revelou efeitos principais do Tratamento 
[F(1,45)=45,80; p<0,01] e dos Testes [F(3,135)=28,01; p<0,01] e a interação 
entre estes dois fatores [F(3,135)=22,85; p<0,01]. A análise de Newman-Keuls 
para a interação mostrou que os animais tratados com EtOH apresentaram 
maior atividade locomotora nos testes 7, 14 e 21 comparados com o teste 1 
(p<0,01) e maior atividade do que os animais tratados com SAL nos testes 7, 
14 e 21  (p<0,01).  
Expressão (figura 15B): A ANOVA para medidas repetidas mostrou efeitos 
principais do grupo [F(1,45)=4,30; p<0,05], pré-tratamento [F(1,45)=12,98; 
p<0,01] e desafio [F(3,135)=22,48; p<0,01] e interação entre os fatores pré-
tratamento e desafio [F(3,135)=23,14; p<0,01]. A análise a posteriori do efeito 
grupo mostrou que os animais SML andaram menos do que os animais CPB 
(p<0,05). O teste de Newman-Keuls para a interação mostrou que os animais 
pré-tratados com EtOH andaram mais do que os pré-tratados com SAL no 
desafio SAL/EtOH (p<0,01), mostrando a expressão da sensibilização 
comportamental. Estes animais também tiveram maior atividade locomotora 
nos desafios SAL/EtOH, NTX2/EtOH e NTX4/EtOH do que no desafio SAL/SAL 
(p’s<0,01). Além disso, apresentaram menor atividade locomotora nos desafios 
NTX2/EtOH e NTX4/EtOH do que no desafio SAL/EtOH (p’s<0,01), mostrando 
a atenuação da sensibilização comportamental pelo naltrexone. As análises 
separadas para cada desafio mostraram que houve um efeito principal do pré-
tratamento nos desafios SAL/SAL [F(1,45)=6,71; p<0,05], SAL/EtOH 
[F(1,45)=23,33; p<0,01], NTX2/EtOH [F(1,45)=17,36; p<0,01] e NTX4/EtOH 
[F(1,45)=7,72; p<0,05], em que os animais pré-tratados com EtOH 
apresentaram menor atividade locomotora do que os pré-tratados com SAL no 
desafio SAL/SAL (p<0,05) e maior atividade locomotora nos demais desafios 
(p’s<0,01), mostrando a expressão da sensibilização comportamental quando 
desafiados com EtOH. Além disso, no desafio NTX4/EtOH, houve também um 
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efeito principal do grupo [F(1,45)=5,33; p<0,05], em que os animais SML 
andaram menos do que os animais CPB (p<0,05). 
 
 
Figura 15: Atividade locomotora (média ± e.p.) de camundongos fêmeas controle 
(CPB) ou submetidas à separação materna (SML), tratadas cronicamente com salina 
(SAL) ou etanol (EtOH, 2,2 g/kg), i.p. diariamente, e testadas por 15 min, uma vez por 
semana, nas caixas de atividade locomotora (A). Atividade locomotora nos quatro 
desafios: SAL/SAL, SAL/EtOH, naltrexone (NTX) na dose de 2 mg/kg (NTX2)/EtOH e 
na dose de 4 mg/kg (NTX4/EtOH) (B). @ difere do teste 1; ¥ difere do grupo tratado 
com SAL; § Animais pré-tratados com EtOH apresentaram maior atividade locomotora 
nestes desafios comparado com o desafio SAL/SAL; £ difere da resposta locomotora 
do mesmo grupo ao desafio SAL/EtOH. N=10-13 animais/grupo. 
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Discussão: 
Tanto os machos como as fêmeas SML e CPB tratados cronicamente 
com EtOH apresentaram maior atividade locomotora ao longo do tratamento 
em comparação com o primeiro dia e com o grupo tratado com SAL, mostrando 
o desenvolvimento da sensibilização comportamental, como será discutido na 
discussão geral. Além disso, a análise separada para o desafio SAL/EtOH 
mostrou que ambos os grupos, CPB e SML, pré-tratados com EtOH 
apresentaram maior atividade locomotora a um desafio com EtOH do que os 
pré-tratados com SAL, demostrando a expressão da sensibilização 
comportamental. Após a administração de 4,0 mg/kg de naltrexone, os machos 
pré-tratados com EtOH não apresentaram diferença significativa dos pré-
tratados com SAL, ou seja, o naltrexone bloqueou a expressão da 
sensibilização comportamental nos machos. Na dose menor nos machos e em 
ambas as doses nas fêmeas, o naltrexone diminuiu – mas não bloqueou 
completamente - a expressão da sensibilização comportamental, uma vez que 
os animais pré-tratados com EtOH continuaram apresentando maior atividade 
locomotora do que os pré-tratados com SAL, mas apresentaram menor 
atividade locomotora após a administração destas doses de naltrexone do que 
no desafio SAL/EtOH. Este efeito difere dos trabalhos anteriores que 
descrevem que os antagonistas opioidérgicos não específicos como naloxone e 
naltrexone são capazes de bloquear o desenvolvimento (Camarini et al., 2000; 
Pastor e Aragon, 2006), mas não a expressão da sensibilização 
comportamental ao EtOH (Abrahao et al., 2008; Camarini et al., 2000). Esta 
diferença pode ser explicada pelo uso de doses maiores no presente 
experimento. Enquanto Abrahão e colaboradores (2008) utilizaram a dose de 
0,1 mg/kg, nós utilizamos doses muito maiores (2,0 e 4,0 mg/kg). Nosso 
experimento piloto, apresentado como adendo, mostrou que doses menores 
(0,5 e 1,0 mg/kg) não alteraram a expressão da sensibilização comportamental. 
O efeito na expressão da sensibilização comportamental pode ser 
devido à ligação do antagonista aos receptores opióides, principalmente µ e δ, 
cuja ativação leva a um aumento da transmissão dopaminérgica no N.Acc., o 
que está relacionado com a expressão da sensibilização comportamental 
(Vanderschuren e Kalivas, 2000). A ativação dos receptores µ-opióides inibe a 
transmissão gabaérgica na ATV (Xiao et al., 2007) e como o GABA inibe a 
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transmissão dopaminérgica desta região para o N.Acc (Nestler, 2005), esse 
fenômeno resulta em aumento da transmissão dopaminérgica na via 
mesolímbica (Devine et al., 1993). Com isso, o bloqueio dos receptores µ-
opióides resultaria em diminuição da liberação de DA no N.Acc (Oswald e 
Wand, 2004). A administração de um agonista de receptor δ na ATV promove 
aumento da liberação de DA no N.Acc e a administração de um antagonista, 
nesta mesma região, diminui as concentrações de DA (Devine et al., 1993), 
enquanto que a ativação dos receptores κ inibe a liberação de DA no N.Acc. (Di 
Chiara e Imperato, 1988b; Spanagel, 1995).  
O naltrexone em doses baixas se liga preferencialmente a receptores µ-
opióides e em doses maiores se liga aos receptores δ-opióides (Oswald e 
Wand, 2004). Apesar da ativação de ambos os receptores δ- e µ-opióides 
aumentar a transmissão dopaminérgica, suas localizações na via 
dopaminérgica mesolímbica são distintas. A ATV apresenta pequena 
densidade de receptores δ e uma moderada densidade de receptores µ, 
enquanto que no N.Acc., os receptores δ são pré-sinápticos e os µ-opióides, 
extra-sinápticos, localizados nos neurônios gabaérgicos (Cowen e Lawrence, 
1999). Outra diferença funcional entre esses receptores refere-se ao fato de 
que agonistas µ-opióide não modificam os níveis de DA no N.Acc., enquanto 
que agonistas δ-opióide aumentam o “turnover” e a liberação de DA no N.Acc. 
(Cowen e Lawrence, 1999). Isso poderia explicar o porquê baixas doses de 
NTX bloqueiam o desenvolvimento, mas não a expressão e altas doses 
bloqueiam a expressão da sensibilização comportamental. 
A SML não modificou o bloqueio da expressão da sensibilização 
comportamental pelo naltrexone nos machos. Uma vez que o naltrexone se liga 
preferencialmente a receptores µ-opióides e em doses maiores se liga também 
a receptores δ-opióides (Oswald e Wand, 2004), e que os níveis de ligação a 
esses receptores não são modificados pela SML (Ploj et al., 2003b; Vazquez et 
al., 2005), isso pode explicar a semelhança entre os grupos no bloqueio da 
sensibilização comportamental pelo naltrexone. No entanto, outros trabalhos 
mostram que os animais SML apresentam maior sensibilidade à morfina, um 
agonista µ-opióide (Michaels e Holtzman, 2008; Vazquez et al., 2005), 
sugerindo que estes receptores estariam mais sensíveis neste grupo. Além 
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disso, alterações induzidas pela SML na quantidade dos peptídeos opióides 
que se ligam a estes receptores têm sido descritas. A SML aumenta a 
expressão de RNAm para pró-opio-melanocortina (POMC), precursor da β-
endorfina (Kim et al., 2005), que se liga tanto a receptores µ como a receptores 
δ (Oswald e Wand, 2004), assim como aumenta as concentrações de 
encefalina (Gustafsson et al., 2008; Gustafsson et al., 2005; Marmendal et al., 
2004; Ploj et al., 2003b), que se liga preferencialmente aos receptores 
receptores δ (Devine et al., 1993). No entanto, esse efeito é controverso, visto 
que foi relatada menor expressão de RNAm de pré-proencefalina e de 
concentrações de met-encefalina no N.Acc. de animais submetidos à SML 
(Vazquez et al., 2005).  
Entre as fêmeas, parece haver alguma influência da SML nos efeitos do 
naltrexone sobre a expressão da sensibilização ao etanol. Fêmeas SML 
apresentaram menor atividade no desafio NTX4/EtOH do que as CPB, 
sugerindo maior afinidade ou densidade de receptores µ e δ nesses animais. A 
diferença entre fêmeas CPB e SML poderia ser explicada por um efeito da SML 
na produção de peptídeos opióides; entretanto, existem poucos trabalhos a 
respeito do efeito da SML nas concentrações de peptídeos opióides em 
fêmeas. A maioria dos trabalhos avalia as concentrações de peptídeos opióides 
em machos (Gustafsson et al., 2008; Marmendal et al., 2004; Ploj et al., 2003b; 
Vazquez et al., 2005), sendo que somente um trabalho realizou dosagens em 
fêmeas (Gustafsson et al., 2005). Comparando estes trabalhos, pode-se 
observar que em machos ocorre redução da quantidade de dinorfina no córtex 
pré-frontal medial (Gustafsson et al., 2008), enquanto que em fêmeas, há um 
aumento da quantidade deste peptídeo na mesma região somente após a 
ingestão de EtOH por 21 dias (Gustafsson et al., 2005). Não encontramos 
trabalhos que tenham avaliado o efeito da SML nas concentrações de β-
endorfina em machos ou em fêmeas. 
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Experimento 4: Efeito do antagonista de CRH-R1 na expressão da 
sensibilização comportamental ao etanol em camundongos machos e 
fêmeas, submetidos à separação materna.  
Justificativa: Pastor e colaboradores (2008) mostraram que antagonista do 
receptor CRH-R1 bloqueia a expressão da sensibilização comportamental ao 
EtOH (Pastor et al., 2008). Tem sido descrito que a SML aumenta as 
concentrações de CRH em condições basais (Aisa et al., 2008; Plotsky et al., 
2005) e o nível de ligação (Plotsky et al., 2005) de receptor CRH-R1 no 
hipotálamo. Portanto, nossa hipótese é de que em animais submetidos à SML, 
o antagonista do CRH-R1 será mais efetivo no bloqueio da expressão de 
sensibilização comportamental. 
 
Objetivos: Verificar o efeito do antagonista de CRH-R1 na expressão da 
sensibilização comportamental em animais submetidos à SML. 
 
Materiais e Métodos: O protocolo utilizado foi idêntico ao descrito no 
experimento 3. Neste experimento, foram utilizados 3-4 ninhadas/manipulação. 
O veículo utilizado foi carboximetilcelulose (CMC, 0,5 %) e neste experimento 
foi utilizado o antagonista do CRH-R1, CP 154,526. No terceiro desafio foi 
utilizada a dose de 10,0 mg/kg (desafio CP10/EtOH) e no último desafio, a 
dose de 20,0 mg/kg (desafio CP20/EtOH). Estas doses foram escolhidas com 
base no trabalho de Fee e colaboradores (2007). Os experimentos foram 
realizados em machos e fêmeas em dias separados para que não houvesse 
interferência dos ferormônios no comportamento. Os resultados dos machos e 
das fêmeas foram analisados separadamente. A análise estatística foi idêntica 
a do experimento 3. 
 
Resultados: 
Machos (Figura 16):  
Desenvolvimento:  
Habituação: Os animais SML e CPB não diferiram na atividade locomotora à 
primeira exposição às caixas de atividade locomotora  (CPB= 1071,8 ± 153,7 e 
SML=1297,8 ± 100,2) (t(23)=1,28; p>0,05).  
Experimento 4 
76 
Tratamento (Figura 16A): A ANOVA revelou efeitos principais do Grupo 
[F(1,21)=9,75; p<0,01], do Tratamento [F(1,21)=89,12; p<0,01] e dos Testes 
[F(3,63)=12,03; p<0,01] e interações entre Grupo e Tratamento [F(1,21)=5,36; 
p<0,05], Grupo e Testes [F(3,63)=4,95; p<0,01], Testes e Tratamento 
[F(3,63)=24,83; p<0,01] e tripla interação [F(3,63)=4,81; p<0,01]. A análise de 
Newman-Keuls para esta última interação revelou que os animais CPB e SML 
tratados com EtOH apresentaram maior atividade locomotora nos testes 7, 14 e 
21 do que no teste 1 (p<0,05). Somente os animais SML tratados com EtOH 
apresentaram maior atividade locomotora do que os animais SML tratados com 
SAL nos testes 7, 14 e 21 (p<0,01) e a atividade locomotora dos animais SML 
tratados com EtOH foi maior do que aquela apresentada pelos animais CPB 
com o mesmo tratamento no dia 21 (p<0,01) (figura 16A).  
Expressão (figura 16B): A ANOVA para medidas repetidas mostrou efeitos 
principais do pré-tratamento [F(1,21)=13,76; p<0,01] e do desafio 
[F(3,63)=19,73; p<0,01] e a interação entre estes dois fatores [F(3,63)=8,05; 
p<0,01], sem efeito do grupo (CPB e SML). O teste a posteriori mostrou que os 
animais pré-tratados com EtOH andaram mais no desafio CMC/EtOH do que 
os animais pré-tratados com SAL (p<0,01), revelando a esperada expressão da 
sensibilização. Além disso, estes animais apresentaram maior atividade 
locomotora nos desafios CMC/EtOH, CP10/EtOH e CP20/EtOH do que no 
desafio CMC/SAL (p’s<0,05), de forma dose-dependente. Os animais pré-
tratados com EtOH se locomoveram menos no desafio CP20/EtOH do que no 
desafio CP10/EtOH (p<0,05), sendo que com ambas as doses, os valores 
foram menores do que no desafio CMC/EtOH (p’s<0,01), indicando que o 
antagonista de CRH-R1 diminuiu a expressão da sensibilização 
comportamental ao EtOH. As análises separadas para cada desafio mostraram 
que houve um efeito do grupo para o desafio CMC/SAL [F(1,21)=5,22; p<0,05], 
em que os animais SML andaram mais do que os animais CPB (p<0,05). 
Houve efeito do pré-tratamento nos desafios CMC/EtOH [F(1,21)=18,37; 
p<0,01], CP10/EtOH [F(1,21)=10,59; p<0,01] e CP20/EtOH [F(1,21)=4,69; 
p<0,05], em que os animais pré-tratados com EtOH andaram mais do que os 
pré-tratados com SAL (p’s<0,05), confirmando a expressão da sensibilização 
comportamental. 
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Figura 16: Locomoção (média ± e.p.) de camundongos machos submetidos à 
separação materna (SML) ou controle (CPB), tratados diariamente com salina (SAL) 
ou etanol (EtOH) i.p. e testados semanalmente nas caixas de atividade locomotora por 
15 min (A). Atividade locomotora nos 4 desafios: CMC/SAL, CMC/EtOH, CP154,526 
(CP) na dose de 10 mg/kg (CP10)/EtOH e na dose de 20 mg/kg (CP20/EtOH) (B). * 
difere do grupo CPB EtOH; @ difere do teste 1; ¥ difere do grupo tratado com SAL; § 
Animais pré-tratados com EtOH apresentaram maior atividade locomotora nestes 
desafios comparado com o desafio CMC/SAL; £ difere da resposta locomotora do 
mesmo grupo ao desafio CMC/EtOH; Φ difere da resposta locomotora do mesmo 
grupo ao desafio CP10/EtOH. N= 4-8 animais/grupo. 
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Fêmeas (Figura 17): 
Desenvolvimento:  
Habituação: Os animais SML e CPB não diferiram na atividade locomotora à 
primeira exposição às caixas de atividade locomotora (CPB= 1314,2 ± 160,9 e 
SML=1510,4 ± 146,5) (t(15)=0,90; p>0,05).  
Tratamento (Figura 17A): A ANOVA revelou efeitos principais do Tratamento 
[F(1,13)=12,23; p<0,01] e dos Testes [F(3,39)=10,48; p<0,01] e a interação 
entre estes fatores [F(3,39)=15,37; p<0,01], sem efeito do Grupo. A análise de 
Newman-Keuls mostrou que os animais tratados com EtOH apresentaram 
maior atividade locomotora nos testes 7, 14 e 21 comparado com o teste 1 
(p<0,01) e maior atividade do que os animais tratados com SAL no teste 21 
(p<0,05) (figura 17A).  
Expressão (figura 17B): A ANOVA para medidas repetidas mostrou efeitos 
principais do pré-tratamento [F(1,13)=5,85; p<0,05] e do desafio 
[F(3,39)=10,05; p<0,01] e a interação entre estes dois fatores [F(3,39)=3,91; 
p<0,05], mas sem efeito do Grupo (CPB e SML).  A análise da interação 
mostrou que os animais pré-tratados com EtOH apresentaram maior atividade 
locomotora nos desafios CMC/EtOH, CP10 e CP20/EtOH do que no desafio 
CMC/SAL (p’s<0,05). As análises separadas para cada desafio mostraram que 
houve um efeito do pré-tratamento no desafio CMC/EtOH [F(1,13)=9,16; 
p<0,01] em que os animais pré-tratados com EtOH andaram mais do que os 
pré-tratados com SAL (p’s<0,05), demostrando a expressão da sensibilização 
comportamental. Nos desafios CP10/EtOH e CP20/EtOH, não houve diferença 
significativa na atividade locomotora entre os animais pré-tratados com EtOH e 
SAL, indicando um bloqueio da expressão da sensibilização comportamental.  
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Figura 17: Atividade Locomotora (média ± e.p.) dos camundongos fêmeas submetidos 
à separação materna (SML) ou controle (CPB) tratados cronicamente com salina 
(SAL) ou etanol (EtOH, 2,2 g/kg) i.p. diariamente e testados nas caixas de atividade 
locomotora por 15 min uma vez por semana (A). Atividade locomotora nos 4 desafios: 
CMC/SAL, CMC/EtOH, CP154,526 (CP) na dose de 10 mg/kg (CP10)/EtOH e na dose 
de 20 mg/kg (CP20/EtOH) (B). @ difere do teste 1; ¥ difere do grupo tratado com SAL; 
§ Animais pré-tratados com EtOH apresentaram maior atividade locomotora nestes 
desafios comparado com o desafio CMC/SAL. N=4-5 animais/grupo. 
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Discussão:  
Assim como no experimento 3, tanto os machos como as fêmeas CPB e 
SML tratados cronicamente com EtOH apresentaram maior atividade 
locomotora ao longo do tratamento quando comparada com o primeiro dia, e 
também com o grupo tratado com SAL, mostrando o desenvolvimento da 
sensibilização comportamental, como será discutido na seção de discussão 
geral. No entanto, neste experimento, os machos do grupo SML tratados 
cronicamente com EtOH apresentaram maior atividade locomotora no dia 21 do 
que os respectivos animais do grupo CPB, sugerindo que a SML potencializou 
o desenvolvimento da sensibilização comportamental. Este resultado foi 
inesperado, uma vez que em todos os outros experimentos, a SML não 
modificou a sensibilização comportamental. Este efeito pode ter sido 
decorrente do número reduzido de animais utilizados neste experimento, o que 
favorece o efeito da ninhada, uma vez que poucas ninhadas foram utilizadas  
(8-9 ninhadas nos primeiros experimentos x 3-4 ninhadas neste experimento).  
O uso de poucas ninhadas pode ter interferido nos resultados, uma vez 
que existe uma variabilidade natural nos cuidados maternos, que, por sua vez 
afetam o desenvolvimento dos filhotes (Caldji et al., 1998; Liu et al., 1997). 
Portanto, o uso de vários filhotes de uma mesma ninhada pode refletir em 
maior grau a influência dos cuidados maternos do que o tratamento 
farmacológico na idade adulta. Por exemplo, filhotes de mães muito 
cuidadosas, quando adultos, apresentam menores níveis de RNAm de CRH, 
menores respostas de ACTH e CORT a um estresse do que filhotes de mãe 
que cuidam menos (Liu et al., 1997) e menos comportamento do tipo-ansioso 
(Caldji et al., 1998).  
Tanto os machos quanto as fêmeas pré-tratados com EtOH 
apresentaram maior atividade locomotora do que os pré-tratados com SAL nos 
desafios CMC/EtOH mostrando a expressão da sensibilização comportamental. 
O efeito da administração de antagonista de CRH-R1 na expressão da 
sensibilização locomotora ao etanol foi diferente em machos e fêmeas. Nos 
machos, os animais pré-tratados com EtOH apresentaram uma diminuição, 
mas não um bloqueio total, da expressão da sensibilização comportamental ao 
EtOH com ambas as doses do antagonista, uma vez que apresentaram 
menores níveis de atividade nos desafios em que receberam CP (CP10/EtOH e 
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CP20/EtOH) do que no desafio CMC/EtOH, embora os níveis de atividade 
locomotora ainda fossem maiores do que os dos animais pré-tratados com 
SAL, indicando que os animais continuaram expressando a sensibilização, mas 
de maneira atenuada. Por outro lado, o antagonismo de CRH-R1 bloqueou a 
expressão da sensibilização ao EtOH nas fêmeas, uma vez que nos desafios 
com ambas as doses de CP, não se observou mais diferenças na atividade 
locomotora das fêmeas pré-tratadas com EtOH em relação àquelas pré-
tratadas com SAL. Esses dados estão de acordo com estudos anteriores, que 
verificaram que o CP bloqueia a expressão da sensibilização comportamental 
ao EtOH (Pastor et al., 2008) e à cocaína (Erb e Brown, 2006), 
respectivamente, em camundongos e ratos machos. A maior sensibilidade das 
fêmeas ao efeito do antagonista de CRH-R1 pode ser explicada por um estudo 
que mostra maior sensibilidade ao CRH em fêmeas, devido ao maior 
acoplamento do receptor de CRH com a proteína G estimulatória na ausência 
de estresse (Bangasser et al., 2010). 
Pastor e colaboradores (2008) sugerem que a expressão da 
sensibilização comportamental ao EtOH esteja mais envolvida com os efeitos 
do CRH extrahipotalâmicos, ou seja, independentes da ativação do eixo HPA. 
Isso porque enquanto a administração de um antagonista de CRH-R1 bloqueia 
a expressão da sensibilização, a administração de um antagonista de GR não 
tem o mesmo efeito. Um mecanismo pelo qual o CRH pode atuar na 
sensibilização comportamental envolve sua ação no sistema dopaminérgico 
mesolímbico, por meio de seu receptor do tipo 1. A aplicação de CRH na ATV 
aumenta os disparos de neurônios dopaminérgicos (Wanat et al., 2008) e este 
efeito parece estar envolvido com a ativação dos receptores CRH-R1, que 
estão na ATV e no N.Acc (Van Pett et al., 2000). A administração de um 
agonista de CRH-R1 na ATV aumenta significativamente a taxa de disparo 
neuronal, ao contrário do que acontece com um agonista de CRH2 (Wanat et 
al., 2008). Por outro lado, a administração de antagonista de CRH-R1 diminui o 
efeito do CRH na taxa de disparo dos neurônios dopaminérgicos (Wanat et al., 
2008) e reduz as concentrações de DA decorrentes da administração de 
cocaína na ATV (Lu et al., 2003) e no N.Acc. (Lodge e Grace, 2005; Lu et al., 
2003), o que poderia explicar o bloqueio da expressão da sensibilização 
comportamental observado no presente estudo.  
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A SML não modificou a resposta do CP na expressão da sensibilização 
comportamental. Vários trabalhos mostram que a SML altera o sistema do 
CRH, com aumento de RNAm de CRH no hipotálamo (Huot et al., 2004; Ladd 
et al., 2005; Meaney et al., 1996; Plotsky e Meaney, 1993), no núcleo central da 
amígdala e no núcleo da estria terminal (Plotsky et al., 2005), assim como a 
imunorreatividade de CRH nestas regiões (Plotsky et al., 2005). Estas 
evidências indicam que os animais SML têm maiores concentrações de CRH 
do que os animais CPB, o que poderia alterar o número e a afinidade de 
ligação desses receptores por seu agonista. Com relação aos receptores, 
trabalhos mostraram que os animais SML apresentam maior concentração e 
maior nível de ligação aos receptores CRH-R1 no hipotálamo do que os 
animais controle (O'malley et al., 2011; Plotsky et al., 2005). No entanto, após 
exposição a um estressor, as concentrações de CRH-R1 não são diferentes 
entre os SML e CPB no hipotálamo, embora estejam aumentadas no córtex 
pré-frontal e hipocampo dos animais SML (O'malley et al., 2011). Apesar da 
descrição na literatura de alterações do número e da ligação dos receptores 
CRH-R1 no hipotálamo, CPF e hipocampo induzido pela SML, a resposta dos 
animais SML e CPB ao antagonista de CRH-R1 foi semelhante, produzindo a 
redução da expressão da sensibilização comportamental ao EtOH. Após vasta 
busca na literatura, não encontramos nenhum trabalho que tenha mostrado 
como a SML pode influenciar a quantidade e/ou função do CRH-R1 na via 
dopaminérgica mesolímbica, especificamente no N.Acc, região que está 
envolvida com a expressão da sensibilização comportamental (Vanderschuren 
e Kalivas, 2000). 
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Após as discussões parciais de cada experimento, nesta seção, 
abordarei os principais tópicos envolvidos no objetivo da tese: primeiramente o 
efeito da separação materna na sensibilização comportamental ao EtOH; em 
seguida, as alterações neuroquímicas induzidas pela separação materna e a 
relação destas com a sensibilização comportamental e a influência da SML na 
diminuição da sensibilização comportamental pelos antagonistas opioidérgico e 
de CRH-R1. 
Os principais resultados deste trabalho são: 1) a SML não modificou a 
sensibilização comportamental em machos e fêmeas, 2) os machos SML 
tratados cronicamente com EtOH apresentaram maiores concentrações de 
CORT e monoaminas hipocampais do que os machos CPB, 3) a SML 
aumentou as concentrações de DA e 5-HT no córtex frontal das fêmeas, 4) a 
SML aumentou o comportamento tipo-ansioso nos machos, 5) os antagonistas 
opioidérgico e de CRH-R1 diminuíram ou bloquearam a expressão da 
sensibilização comportamental de maneira sexo-dependente, 6) a SML não 
modificou o efeito dos antagonistas na expressão da sensibilização 
comportamental em machos e fêmeas.  
 
SML e Sensibilização comportamental ao EtOH  
Em todos os experimentos (1, 3 e 4), a administração crônica de EtOH 
promoveu o desenvolvimento da sensibilização comportamental, em que os 
animais tratados cronicamente com EtOH apresentaram um aumento da 
atividade locomotora no decorrer do tratamento e maior atividade do que os 
animais tratados com SAL. Além disso, os animais tratados cronicamente com 
EtOH apresentaram maior atividade locomotora do que os animais tratados 
com SAL quando desafiados com EtOH nos experimentos 3 e 4, ou seja, 
expressaram a sensibilização comportamental. Estes resultados replicam 
estudos anteriores do nosso laboratório, que utilizaram o mesmo protocolo de 
sensibilização comportamental (Quadros et al., 2003; Takahashi et al., 2007). 
Exceto pelo experimento 4, em que a SML potencializou o 
desenvolvimento da sensibilização comportamental nos machos, em todos os 
outros experimentos, a SML não a modificou. Uma possível explicação para 
esta diferença no experimento 4 é o número reduzido de animais deste 
experimento. Neste experimento foi utilizado metade do número de animais 
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utilizado nos outros experimentos. Isso favorece o efeito de ninhada, já que 
poucas ninhadas foram utilizadas e, como discutido no experimento 4, as mães 
apresentam variabilidade no cuidado materno e, isso pode modificar o 
desenvolvimento dos filhotes (Caldji et al., 1998; Liu et al., 1997). O efeito da 
SML na resposta locomotora às drogas de abuso não é consensual na 
literatura, uma vez que um trabalho mostra que a SML potencializa o 
desenvolvimento da sensibilização comportamental à cocaína nos 
camundongos machos e fêmeas (Kikusui et al., 2005), enquanto outro mostra 
que a SML não modifica o desenvolvimento da sensibilização comportamental 
à anfetamina (Muhammad e Kolb, 2011).  
Em nosso estudo anterior, mostramos que a SML facilitou o 
desenvolvimento da sensibilização comportamental ao EtOH nas fêmeas, uma 
vez que as fêmeas SML desenvolveram a sensibilização mais rápido do que as 
CPB com o mesmo tratamento (Kawakami et al., 2007). Neste estudo, 
analisando os resultados da atividade locomotora ao longo do desenvolvimento 
da sensibilização comportamental conjuntos dos experimentos experimento 1.2 
(somente o grupo crônico, experimento 3 e 4, observamos que as fêmeas SML 
apresentaram menor desenvolvimento da sensibilização comportamental 
(anexo 2), sugerindo o desenvolvimento de resiliência somente nas fêmeas. 
Uma possível explicação para a diferença entre os resultados deste trabalho 
com o nosso anterior é o protocolo de sensibilização utilizado, que neste 
estudo foi de 21 dias, com administrações diárias, enquanto que no estudo 
anterior foi de 10 dias, com administrações em dias alternados. O protocolo de 
21 dias de tratamento promove uma sensibilização mais robusta e os animais 
já apresentam sensibilização comportamental no 7º dia de tratamento, o que 
dificulta detectar a aceleração da sensibilização comportamental. 
Além de não influenciar o desenvolvimento, a SML também não 
modificou a expressão da sensibilização comportamental, uma vez que os 
animais SML pré-tratados com EtOH apresentaram atividade locomotora 
semelhante à dos animais CPB com o mesmo pré-tratamento. Este resultado 
está de acordo com o nosso trabalho anterior (Kawakami et al., 2007). 
Trabalhos com outras drogas de abuso mostram que a SML potencializa a 
expressão da sensibilização comportamental à cocaína em camundongos 
machos, mas não em fêmeas (Kikusui et al., 2005), enquanto outros mostram 
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que a SML não modifica a expressão da sensibilização comportamental à 
anfetamina em ratos machos (Muhammad e Kolb, 2011; Weiss et al., 2001) e 
fêmeas (Muhammad e Kolb, 2011), ou que a SML diminui a expressão da 
sensibilização comportamental à cocaína em fêmeas (Li et al., 2003). 
Devido ao aumento das concentrações de CORT nos animais SML 
tratados cronicamente com EtOH observadas no experimento 1, era esperado 
uma potencialização do desenvolvimento da sensibilização comportamental 
nos animais SML, o que só aconteceu no experimento 4. Isto porque trabalhos 
mostram que o estresse potencializa a sensibilização comportamental às 
diversas drogas de abuso (Phillips et al., 1997; Roberts et al., 1995). É possível 
que este efeito seja devido aos glicocorticóides (Marinelli et al., 1997). 
Evidências para isso vêm de estudos em que a inibição da resposta de CORT, 
por meio da adrenalectomia e a administração de um inibidor da síntese de 
corticosterona (metirapona), diminuem as respostas comportamentais à 
cocaína (Marinelli et al., 1997) e a reposição com altas doses de CORT reverte 
esses efeitos (Marinelli et al., 1997). No entanto, nosso estudo mostrou que, 
exceto no experimento 4, a SML não potencializou a resposta ao EtOH. Além 
disso, o aumento da CORT induzido pela SML nos machos não modificou a 
resposta locomotora ao EtOH, indicando que a CORT não tem uma 
participação expressiva no processo de sensibilização comportamental, assim 
como foi observado no nosso trabalho anterior (Kawakami et al., 2007), o que 
difere dos trabalhos da literatura (Johnson et al., 1995; Phillips et al., 1997; 
Roberts et al., 1995).  
Muitos estudos mostram que no processo de sensibilização 
comportamental, os GCs atuam principalmente no desenvolvimento, 
apresentando pouco efeito na expressão da sensibilização comportamental 
(Johnson et al., 1995; Pastor et al., 2008; Roberts et al., 1995), ao passo que o 
CRH parece ter um efeito maior na expressão da sensibilização 
comportamental. Evidências para essa conclusão advêm de estudos em que o 
desenvolvimento, mas não a expressão da sensibilização comportamental à 
nicotina (Johnson et al., 1995) e à cocaína (Prasad et al., 1996) é bloqueado 
por adrenalectomia e o tratamento com agonistas de GR, como altas doses de 
CORT ou dexametasona, revertem este efeito (Johnson et al., 1995). A 
administração de um antagonista específico de GR atenua a sensibilização ao 
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efeito estimulante do etanol (Roberts et al., 1995), mas não bloqueia a 
expressão da sensibilização comportamental (Pastor et al., 2008). Por outro 
lado, a administração de antagonista de CRH-R1 atenua o desenvolvimento e 
bloqueia a expressão da sensibilização comportamental ao etanol (Pastor et al., 
2008). 
 
SML e alterações neuroquímicas 
As alterações neuroquímicas observadas no experimento 1, aumento de 
DA e 5-HT no CF de fêmeas e aumento de NA, DA, 5-HT, HVA, 5-HIAA no 
hipocampo de machos, parecem não ter tido influência sobre a sensibilização 
comportamental. As fêmeas SML apresentaram maiores concentrações de DA 
e 5-HT e de seus metabólitos no CPF, uma das estruturas que participa do 
circuito neural integrado, proposto por Pierce & Kalivas (1997), na mediação da 
sensibilização comportamental, sendo que o sistema dopaminérgico é um dos 
mediadores. No entanto, como não foram observadas alterações nas 
concentrações de DA nos animais tratados cronicamente com EtOH 
comparados com os animais tratados agudamente, isto poderia explicar a 
semelhança entre CPB e SML no desenvolvimento da sensibilização 
comportamental. Estas alterações neuroquímicas no CF também não parecem 
estar envolvidas com outros comportamentos das fêmeas como o tipo-ansioso, 
uma vez que não se observou diferença na ansiedade entre as fêmeas SML e 
CPB no presente estudo ou em outros trabalhos (Aisa et al., 2008; Slotten et 
al., 2006) e consumo de EtOH, em que as fêmeas SML não diferem das CPB 
(Gustafsson et al., 2005; Roman et al., 2004). 
Os machos SML apresentaram maiores concentrações de NA, 5-HT, 5-
HIAA no hipocampo do que os animais CPB e os SML tratados cronicamente 
com EtOH apresentaram maiores concentrações de DA e HVA no hipocampo 
do que nos animais CPB que receberam o mesmo tratamento. O hipocampo é 
uma estrutura relacionada com memória e tem se demonstrado que a memória 
do contexto associado à administração da droga tem um papel importante na 
dependência, sendo capaz de restabelecer o comportamento de busca pela 
droga (Zironi et al., 2006). Estudos anteriores mostram que o condicionamento 
contextual é um importante modulador dos efeitos das drogas de abuso e 
participa no fenômeno da sensibilização comportamental (Itzhak e Martin, 
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2000; Quadros et al., 2003; Robinson e Berridge, 2003; Takahashi, 2006).  
Embora tenha sido detectado aumento das concentrações de DA no 
hipocampo nos animais SML tratados cronicamente com EtOH, este efeito não 
parece modificar o desenvolvimento da sensibilização comportamental no 
grupo SML.  
Estas alterações neuroquímicas hipocampais podem estar mais 
relacionadas com o comportamento tipo-ansioso. Porém, é importante 
considerar que diferentes sub-regiões do hipocampo estão relacionadas com 
diferentes aspectos do comportamento. Assim, o comportamento tipo-ansioso 
parece estar mais relacionado com a parte ventral, enquanto que os processos 
cognitivos estão com a parte dorsal do hipocampo (Engin e Treit, 2007). Neste 
estudo, não foi possível dosar as monoaminas em cada sub-região do 
hipocampo, dificultando esta diferenciação. Os resultados neuroquímicos do 
experimento 1, em que os machos SML apresentaram aumento dos 
neurotransmissores no hipocampo é sugestivo de aumento do comportamento 
tipo-ansioso. Essa suposição foi confirmada com os resultados observados no 
experimento 2. Como discutido no experimento 1, este comportamento parece 
estar relacionado com o aumento das concentrações de NA, DA e 5-HT no 
hipocampo. O aumento da atividade da via serotoninérgica para o hipocampo 
está relacionado a um comportamento do tipo-ansioso mais intenso no LCE 
(Andrade e Graeff, 2001; Andrade et al., 2004). Além disso, depleção de NA no 
hipocampo produz um efeito “ansiolítico” (Lapiz et al., 2001).  
O aumento no comportamento tipo-ansioso parece não estar relacionado 
com o desenvolvimento da sensibilização comportamental, uma vez que os 
machos SML apresentaram um comportamento ansiogênico, mas não 
apresentaram alteração no processo da sensibilização comportamental. A 
ansiedade pode estar relacionada com o consumo de EtOH, já que há forte 
relação entre estes dois comportamentos (Becker et al., 2001; Carrigan e 
Randall, 2003; Markou et al., 1998; Morris et al., 2005) e vários estudos 
mostram que a SML induz comportamento do tipo-ansioso (Kalinichev et al., 
2002b; Lee et al., 2007; Romeo et al., 2003; Wigger e Neumann, 1999) e 
aumento do consumo de EtOH em machos (Cruz et al., 2008; Huot et al., 2001; 
Ploj et al., 2003a). Nós vimos que o efeito ansiogênico da SML ocorre 
principalmente nos animais que receberam SAL e que a administração de 
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EtOH produziu um efeito ansiolítico somente nos animais SML. Estes 
resultados poderiam explicar o aumento do consumo do EtOH nos animais 
SML (Cruz et al., 2008; Huot et al., 2001; Ploj et al., 2003a), que por 
apresentarem um comportamento ansioso e uma sensibilidade maior ao efeito 
ansiolítico do EtOH, poderiam ingerir EtOH para diminuir a ansiedade. Essa 
hipótese é reforçada por estudos com seres humanos, em que indivíduos que 
possuem uma doença afetiva, como depressão e ansiedade, podem usar o 
EtOH como uma auto-medicação para aliviar os sintomas associados com a 
doença (Becker et al., 2001; Carrigan e Randall, 2003; Markou et al., 1998).    
 
SML e antagonistas opioidérgico e CRH-R1 
A administração do antagonista opióide na dose de 2,0 mg/kg diminuiu a 
expressão da sensibilização comportamental em machos e fêmeas, enquanto 
que a dose de 4,0 mg/kg teve um efeito sexo-dependente. Nas fêmeas, o 
naltrexone reduziu a atividade locomotora dos animais pré-tratados com EtOH 
em comparação com o desafio SAL/EtOH, apesar de ainda continuarem a 
andar mais do que os animais pré-tratados com SAL, mostrando que ainda 
expressavam a sensibilização comportamental, enquanto que nos machos, 
esta dose bloqueou a sensibilização comportamental, uma vez que os animais 
pré-tratados com EtOH apresentaram atividade locomotora semelhante a dos 
animais pré-tratados com SAL. Estes resultados indicam que os machos são 
mais sensíveis aos efeitos do naltrexone, em consonância com estudo em 
humanos que mostrou que o tratamento diário com naltrexone reduziu a 
quantidade de álcool ingerida somente em homens (Hernandez-Avila et al., 
2006). 
Por outro lado, ambas as doses do antagonista CRH-R1 diminuíram, 
mas não bloquearam, a expressão da sensibilização comportamental nos 
machos, enquanto que em fêmeas, ambas as doses bloquearam a expressão, 
sugerindo que estas são mais sensíveis aos efeitos do antagonista de CRH-R1. 
Após intensa pesquisa bibliográfica, não encontramos nenhum estudo que 
tenha mostrado diferença dos efeitos do antagonista de CRH-R1 entre machos 
e fêmeas. No entanto, a maior sensibilidade das fêmeas concorda com outros 
trabalhos que mostram que neurônios do LC das fêmeas são mais sensíveis ao 
CRH, por responderem a menores concentrações do neuropeptídeo, o que 
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pode ser devido a um maior acoplamento dos receptores CRH-R1 à proteína G 
estimulatória nas fêmeas (Bangasser et al., 2010). Além disso, há relatos de 
diferenças sexuais na localização celular desses receptores, sendo que em 
machos, uma grande parte dos CRH-R1 encontra-se na membrana plasmática 
e internalizam após um estresse, enquanto que em fêmeas, esses receptores 
são citoplasmáticos, migrando para a membrana plasmática após um estressor 
(ver revisão Valentino et al., 2012). 
Estes resultados mostraram que machos foram mais sensíveis ao 
naltrexone, enquanto que as fêmeas o foram ao antagonista CRH-R1. 
Levando-se em consideração que o CRH estimula a quebra da POMC, 
precursor do ACTH e da β-endorfina, principalmente por sua ação no CRH-R1 
hipofisário, esperava-se que a sensibilidade aos antagonistas acontecesse no 
mesmo sexo. Possíveis explicações para a diferença seriam: 1) além do núcleo 
paraventricular do hipotálamo, o CRH é produzido em outras regiões cerebrais 
(De Souza, 2002), assim como os CRH-R1 são amplamente distribuídos no 
SNC (ver Carrasco and Van de Kar 2003; Hauger et al., 2006), então a 
sensibilidade maior das fêmeas ao antagonista CRH-R1 poderia ser devida a 
seu efeito em outras regiões cerebrais, ou seja, por sua ação extra-
hipotalâmica; 2) poderiam haver diferenças sexuais na liberação de peptídeos 
opióides, induzida pelo CRH, que se ligam aos receptores nos quais o 
naltrexone atua, como por exemplo, uma dissociação na quebra da POMC, o 
que resultaria em concentrações diferentes de β-endorfina, que já foi descrita 
ocorrer após estressor crônico (Gianoulakis, 2003), como também maior 
liberação de encefalinas, que poderiam interferir na resposta ao naltrexone, 
uma vez que foi descrito maior co-localização de neurônios CRH e de 
encefalina nos machos do que nas fêmeas (Rivalland et al., 2005).  
Assim como a SML não modificou a expressão da sensibilização, 
também não alterou o efeito do antagonista opióide e do CRH-R1. Esperava-se 
que a SML modificasse o efeito dos antagonistas, uma vez que no experimento 
1, os machos SML tratados cronicamente com EtOH apresentaram maiores 
concentrações de CORT, que representa o produto final do eixo HPA. Além 
disso, se o aumento das concentrações de NA, DA e 5-HT no hipocampo 
induzido pela SML associada com o tratamento crónico com EtOH (como visto 
no experimento 1) refletir um aumento dessa neurotransmissão ao nível do 
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hipotálamo, seria legítimo supor que ocorresse estimulação do eixo HPA. Os 
núcleos noradrenérgico (núcleo do trato solitário) e serotoninérgico (núcleo 
dorsal da rafe) projetam para o núcleo paraventricular do hipotálamo (para 
revisão, Herman et al., 2003), responsável pela produção do CRH. Estudos da 
literatura já mostraram que a SML aumenta as concentrações de CRH (Plotsky 
et al., 2005) e a expressão de RNAm de pró-opio-melanocortina (POMC), 
precursor da β-endorfina e do ACTH (ver Hauger et al., 2006). Além de 
alterações na quantidade de CRH, estudos mostram que a SML também 
aumenta o “binding” de receptores CRH-R1 no hipotálamo (O'malley et al., 
2011; Plotsky et al., 2005). No entanto, o fato de que a expressão do receptor 
CRH-R1 em animais SML diminui após um estresse, não apresentando mais 
diferença em relação aos controles (O'malley et al., 2011), pode explicar a falta 
de diferença entre os animais SML e CPB no efeito do antagonista de CRH-R1 
na expressão da sensibilização comportamental.  
Também esperávamos observar uma diferença na resposta dos animais 
SML ao naltrexone, uma vez que a SML aumenta a expressão do precursor da 
β-endorfina (Kim et al., 2005), que se liga tanto a receptores µ como em 
receptores δ (Oswald e Wand, 2004). Uma vez que o naltrexone atua como 
antagonista competitivo desses receptores (Castro e Baltieri, 2004), um 
possível aumento da liberação da β-endorfina pela SML poderia alterar o efeito 
deste antagonista na expressão da sensibilização comportamental, o que iria 
ao encontro de trabalhos que mostram maior sensibilidade destes animais à 
morfina, um agonista µ-opióide (Michaels e Holtzman, 2008; Vazquez et al., 
2005). No entanto, o fato de que a SML não modifica os níveis de ligação aos 
receptores µ (Vazquez et al., 2005) e δ-opióides (Ploj et al., 2003a), pode 
explicar a semelhança entre os grupos no bloqueio da sensibilização 
comportamental pelo naltrexone. 
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CONCLUSÃO 
 
As concentrações de corticosterona e monoaminas e o comportamento 
tipo-ansioso foram mais sensíveis aos efeitos da separação materna longa do 
que a sensibilização comportamental, sendo que os machos foram mais 
influenciados do que as fêmeas.  
O efeito dos antagonistas opioidérgico e do receptor tipo 1 do CRH na 
expressão da sensibilização comportamental ocorreu de maneira dependente 
do sexo, sendo que os machos foram mais sensíveis ao antagonista 
opioidérgico e as fêmeas, ao antagonista do CRH.  
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Early life stress increases vulnerability to neuropsychiatric disorders and 
drug abuse. One paradigm used to study these effects in rats and mice is long 
maternal separation (LMS). Our previous study showed that LMS accelerated 
behavioral sensitization to ethanol (EtOH) in female mice and this study sought 
to examine if this effect can be due to hormonal, neurochemical and/or 
behavioral alterations. Swiss mice were separated from their mothers for 3 
h/day, from 2 to 14 days of age (LMS), or not (animal facility rearing - AFR). In 
the first experiment, we evaluated the effect of LMS per se or after chronic 
EtOH treatment on the locomotor activity, plasma corticosterone (CORT) levels 
and brain monoamines in the frontal cortex, striatum and hippocampus by high 
performance liquid chromatography (HPLC) method. The main results showed 
that LMS female presented higher dopamine and serotonin concentrations in 
frontal cortex and in chronic EtOH treated LMS male, higher CORT and 
hippocampal monoamines concentrations. This result can be implicated in 
anxiety-like behavior, which was evaluated in Experiment 2. AFR and LMS 
animals were tested in elevated plus maze after saline (SAL) or 1.0 or 1.25 g/kg 
EtOH administration and compared to AFR male, the male LMS presented 
higher anxiety-like behavior after SAL and higher anxiolytic effect after EtOH. 
Other systems involved with behavioral sensitization are opioidergic and 
corticotrophin releasing factor (CRF), which were tested in experiment 3 and 4. 
In both experiments, opioidergic (naltrexone) and CRF receptor type 1 (CRF-
R1, CP-154,526) antagonists decreased or blocked the expression of 
behavioral sensitization to EtOH in a sex-dependent manner, without LMS 
effect. In conclusion, CORT and hippocampal monoamines were more sensitive 
to LMS effects, in which male are more influenced by this manipulation. 
Behavioral sensitization development was not modified by LMS and the 
expression was blocked by opioidergic and CRF-R1 in a sex-dependent 
manner, being male more sensitive to naltrexone and female, to CRF-R1.  
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Anexo 1: Escolha das doses de naltrexone 
Curva dose-resposta de naltrexone na resposta locomotora aguda ao etanol 
em camundongos machos: Animais não manipulados (CPB) foram habituados 
às caixas de atividade locomotora por 15 min. O resultado serviu como base 
para a separação dos animais para que não houvesse diferença na atividade 
locomotora basal entre os grupos: SAL, NTX0,5, NTX1, NTX2 e NTX4. Este 
experimento foi realizado em 2 dias, espaçados por 48h, em que os animais 
receberam administração i.p. de SAL ou NTX em 1 das seguintes doses: 0,5, 
1,0, 2,0 e 4,0 mg/kg, trinta minutos antes de uma segunda administração e 
imediatamente depois da segunda administração, os animais foram colocados 
nas caixas de atividade locomotora e a atividade locomotora avaliada por 15 
min. No primeiro dia a segunda administração i.p. foi de SAL e no segundo dia, 
EtOH. A análise estatística foi realizada por ANOVA de medidas repetidas, 
cujos fatores foram doses de NTX e tratamento (SAL ou EtOH), que revelou um 
efeito tratamento [F(1,32)=73,60; p<0,01], em que os animais andaram mais 
após a administração de EtOH do que SAL (p<0,01) (figura 18). A 
administração de naltrexone, em qualquer dose testada, não modificou a 
atividade locomotora per se, nem o efeito agudo do EtOH.  
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Figura 18: Efeito das doses de naltrexone (NTX) (0,5, 1, 2 e 4 mg/kg, i.p.) na atividade 
locomotora (média ± erro padrão) dos camungondos machos em resposta à salina 
(SAL) (i.p.) (barras brancas) e ao etanol (EtOH) (i.p.) (barras pretas). N=6-8 
animais/grupo. 
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Curva dose-resposta de naltrexone na expressão da sensibilização 
comportamental ao etanol em machos (Figura 19): Os animais foram tratados 
com SAL ou EtOH por 14 dias. Cinco dias após o último dia de tratamento, 
iniciou-se os desafios, sendo primeiro, comum a todos, SAL/SAL. Depois de 
dois dias (desafio 2), os animais foram distribuídos em 3 grupos: um grupo que 
recebeu SAL/2,0 g/kg de EtOH, um que recebeu NTX (0,5 mg/kg)/2,0 g/kg de 
EtOH, outro que recebeu NTX (1,0 mg/kg)/2,0 g/kg de EtOH. Dois dias depois 
(desafio 3), os animais que receberam SAL/EtOH no desafio 2 foram 
aleatoriamente divididos em um grupo que recebeu NTX (0,5 mg/kg) e outro 
que recebeu NTX (1,0 mg/kg) e os animais que receberam NTX/EtOH 
receberam SAL/EtOH. Como não houve efeito destas doses de NTX, dois dias 
depois, os animais foram aleatoriamente divididos em 3 novos grupos: um 
grupo que recebeu SAL/2,0 g/kg de EtOH, um que recebeu NTX (2,0 
mg/kg)/2,0 g/kg de EtOH, outro que recebeu NTX (4,0 mg/kg)/2,0 g/kg de EtOH 
(desafio 4). Dois dias depois (desafio 5), os animais que receberam SAL/EtOH 
no desafio 4 foram aleatoriamente divididos em um grupo que recebeu NTX 
(2,0 mg/kg) e outro que recebeu NTX (4,0 mg/kg) e os animais que receberam 
NTX/EtOH receberam SAL/EtOH (figura 19). 
 
Figura 19: Desenho experimental. As barras pretas representam os dias em que os 
animais recebem administração intraperitoneal (i.p.). Durante o desenvolvimento, os 
animais receberam diariamente o tratamento com salina (SAL) ou etanol (EtOH). 
Durante a fase de expressão, os animais receberam 2 administrações espaçadas por 
30 min e foram testados nas caixas de atividade locomotora por 15 min imediatamente 
após a segunda administração. NTX=naltrexone. Os números seguintes referem a 
dose utilizada de NTX. 
 
As ANOVAs mostraram que o dia do desafio não influenciou nas respostas aos 
desafios, então os resultados foram juntados para as análises posteriores. Para 
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comparar os resultados de todas as doses de naltrexone (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0), 
realizamos uma ANOVA de medida repetida que mostrou que as respostas ao 
desafio SAL/EtOH foram semelhantes nos desafios 2/3 e 4/5 [F(1,37)=0,88; 
p>0,05]. Foram realizadas ANOVAs separadas para cada dose utilizada. A 
análise para o desafio SAL/EtOH mostrou que os animais pré-tratados com 
EtOH apresentaram maior atividade locomotora do que os pré-tratados com 
SAL (p<0,05), mostrando a expressão da sensibilização comportamental. 
Quando desafiados com NTX, na dose de 1,0 mg/kg, não observamos efeito 
significativo do pré-tratamento e não houve diferença na atividade locomotora 
neste desafio comparado com o desafio SAL/EtOH (p>0,05), sendo ambos 
maiores do que no desafio SAL/SAL (p<0,01), indicando uma diminuição da 
expressão da sensibilização comportamental. Já nas doses de 2,0 e 4,0 mg/kg, 
os animais pré-tratados com EtOH não diferiram dos pré-tratados com SAL 
(p’s>0,05) e apresentaram menores níveis de locomoção nestes desafios do 
que no desafio SAL/EtOH (p<0,01), não apresentando diferença com o desafio 
SAL/SAL (p>0,05), mostrando o bloqueio do NTX na expressão da 
sensibilização comportamental.  
 
Figura 20: Atividade Locomotora (média ± erro padrão) dos camundongos machos 
tratados cronicamente com salina (SAL) ou etanol (EtOH, 2,0 g/kg) i.p. diariamente por 
14 dias nos desafios SAL/SAL (n=19-20 animais/grupo), SAL/EtOH (n=19-20 
animais/grupo) e naltrexone (NTX) nas doses de 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/kg 30 min antes 
da administração de EtOH (n=9-10 animais/grupo). & difere do desafio SAL/SAL, @ 
difere do desafio SAL/EtOH. 
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Anexo 2: Análise dos resultados do efeito da SML no desenvolvimento da 
sensibilização comportamental ao EtOH 
 Os resultados dos experimentos 1.2 (somente o grupo crônico), 3 e 4 
foram agrupados para uma grande análise, realizada por ANOVA de 4 vias, 
cujos fatores foram: grupo (AFR, SML), tratamento (SAL, EtOH), sexo (M, F), 
testes (1, 7, 14 e 21 – medida repetida), para verificar o efeito da SML no 
desenvolvimento da sensibilização comportamental ao EtOH e as diferenças 
sexuais neste efeito (Figura 21).  
 A ANOVA mostrou efeitos principais do tratamento [F(1,173)=127,3; p< 
0,01], sexo [F(1,173)=15,7; p< 0,01] e testes [F(3,519)=59,8; p< 0,01] e 
interações entre grupo e sexo [F(1,173)=5,4; p< 0,05], tratamento e testes 
[F(3,519)=71,0; p< 0,01], sexo e testes [F(3,519)=8,3; p< 0,01] e tratamento x 
sexo x testes [F(3,519)=4,6; p< 0,01]. As análises a posteriori para as 
interações grupo e sexo mostraram que as fêmeas SML apresentaram menor 
atividade locomotora do que as fêmeas CPB (p<0,01), o que não aconteceu 
nos machos, sugerindo desenvolvimento de resiliência nas fêmeas SML. Para 
a interação tripla, o teste de Newman-Keuls mostrou que tanto os machos 
como as fêmeas desenvolveram a sensibilização comportamental, sendo que 
as fêmeas apresentaram maior sensibilização do que os machos nos dias 7 e 
14 (p<0,05). 
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Figura 21: Atividade locomotora (média ± e.p.) de camundongos machos e fêmeas 
controle (CPB) ou submetidos à separação materna (SML) tratados cronicamente com 
salina (SAL) ou etanol (EtOH, 2,2 g/kg), i.p., diariamente e testados por 15 min, uma 
vez por semana, nas caixas de atividade locomotora. Interação grupo x tratamento: 
Fêmeas SML EtOH < CPB EtOH. 
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